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O cancro é uma das principais causas de morte no mundo, representando uma 
grande ameaça para a saúde pública. A nível mundial, o cancro da mama é o segundo 
mais frequente, e apresenta-se como o cancro mais incidente nas mulheres (1,8 milhões 
de novos casos em 2013). 
O risco de desenvolver uma doença neoplásica é determinado por complexas 
interações entre fatores ambientais e as características genéticas individuais, sendo que, 
a variabilidade genética individual, com impacto no microambiente celular do hospedeiro, 
tem vindo a ser fortemente associada com a suscetibilidade para o desenvolvimento de 
cancro.  
Esta variabilidade genética é consequência da ocorrência de polimorfismos 
genéticos, que consistem em variações genéticas que existem em indivíduos de uma 
população, sendo que a variante menos frequente pode ser encontrada em pelo menos 
1% da mesma, podendo ou não resultar em alterações fenotípicas. A maioria dos 
polimorfismos, ocorre em genes envolvidos no controlo da proliferação e diferenciação 
celular, na reparação de DNA e na manutenção da integridade do genoma, assim como 
em determinadas moléculas envolvidas no metabolismo. 
Os polimorfismos nos genes de reparação do DNA têm vindo a ser apontados 
como possíveis marcadores moleculares de prognóstico e preditivos de resposta à 
terapia 
O gene ERCC2 encontra-se envolvido na iniciação da transcrição, no controlo do 
ciclo celular e na apoptose. Este é, também, responsável pela manutenção da integridade 
do material genético, desempenhando o seu principal papel na via de reparação NER. 
Este gene tem sido descrito como altamente polimórfico, sendo que alguns desses 
polimorfismos têm sido associados à suscetibilidade para o desenvolvimento de cancro. 
O gene APE1 desempenha um papel preponderante na via de reparação BER, 
sendo descrito como altamente polimórfico em doentes com cancro e, por conseguinte, 
muito relevante no processo de carcinogénese. Alguns polimorfismos no gene APE1, já 
foram relacionados com a suscetibilidade e progressão em diferentes cancros, 
nomeadamente no cancro da mama. 
Neste trabalho foi desenvolvido um estudo do tipo cohort prospetivo, com o 
objetivo de avaliar a influência dos polimorfismos rs13181, no gene ERCC2, e rs1130409, 
no gene APE1, na sobrevivência global e na sobrevivência aos 15 anos após o 
diagnóstico de doentes com cancro da mama, assim como, avaliar a influência destas 
variantes genéticas na resposta das doentes ao tratamento e observar qual o papel dos 
referidos polimorfismos nas reações adversas agudas dos tecidos normais após o 
tratamento de radioterapia. 
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Para este estudo foram recrutadas 1071 doentes com diagnóstico de cancro da 
mama. Destas, foram selecionadas 100 doentes, que haviam sido submetidas a cirurgia 
conservadora da mama seguida de radioterapia e que apresentavam uma avaliação das 
reações agudas na pele baseada na escala de toxicidade da RTOG/EORTC, para se 
realizar o estudo ao nível da resposta dos tecidos normais à RT.  
Todos os indivíduos do estudo foram genotipados pela técnica de Real-Time PCR, 
relativamente aos polimorfismos em estudo. A análise estatística dos resultados foi 
realizada com o auxílio do programa estatístico SPSS. 
Os resultados obtidos indicam a existência de uma associação entre o 
polimorfismo rs13181 no gene ERCC2 e a sobrevivência das doentes, de acordo com o 
status hormonal das mesmas. As doentes portadoras do alelo C, para o polimorfismo 
rs13181, apresentam uma menor sobrevivência global (p=0,054) e sobrevivência aos 15 
anos após diagnóstico (p=0,041), na pós-menopausa, quando comparadas com as 
portadoras do genótipo AA. Estes resultados destacam o possível papel da exposição a 
estrogénios no aumento dos danos provocados ao DNA e do polimorfismo rs13181 na 
capacidade de reparação do DNA, pela via NER. 
Relativamente ao polimorfismo rs1130409 do gene APE1, não foram observadas 
associações estatisticamente significativas entre este e a sobrevivência global, 
sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico e sobrevivência livre de progressão. Mas, 
no que concerne à influência do polimorfismo rs1130409 na resposta dos tecidos normais 
ao tratamento de RT, os resultados revelaram uma associação estatisticamente 
significativa, sendo que as doentes portadoras do genótipo GG apresentavam uma 
proteção de cerca de 90% contra o desenvolvimento de reações agudas na pele mais 
agressivas após o tratamento de radioterapia (p=0,031; OR=0,099; IC95%=0,012-0,813). 
O menor risco de desenvolvimento de reações cutâneas agudas mais agressivas em 
doentes com cancro da mama portadoras do genótipo GG pode dever-se ao delay 
prolongado do ciclo celular na fase G2/M, após irradiação. 
No futuro, mais estudos com o objetivo de clarificar e validar o papel dos 
polimorfismos rs13181 e rs1130409 devem ser planeados, de forma a confirmar a 
importância destes polimorfismos como marcadores moleculares de prognóstico e de 
resposta à terapia. 
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Cancer is a leading cause of death worldwide representing a major threat to public 
health. Worldwide, breast cancer is the second most frequent cancer and the most 
frequent in women (1.8 million new cases in 2013). 
The risk of developing a neoplastic disease is determined by complex interactions 
between environmental factors and individual genetic characteristics. Individual genetic 
variation, with impact on cell microenvironment of the host, has been strongly associated 
with susceptibility to the development of cancer. 
This variability is a result of the occurrence of genetic polymorphisms consisting of 
variations that exist in a population of individuals. They occur at appreciable frequency 
(>1%) in the human population and are the most common type of human genetic variation 
and they may or may not result in phenotypic changes. Most of the polymorphisms occur 
in genes involved in the control of cell proliferation and differentiation, DNA repair and 
maintenance of genome integrity, as well as certain molecules involved in metabolism. 
Polymorphisms in DNA repair genes have been identified as potential molecular 
markers of prognostic and predictive of response to therapy. 
The ERCC2 gene is involved in initiation of transcription, control of the cell cycle 
and apoptosis. It is also responsible for maintaining the integrity of the genetic material, 
playing its leading role in the NER pathway. This gene has been described as highly 
polymorphic, and some of these polymorphisms have been associated with susceptibility 
to developing cancer. 
The APE1 gene plays a major role in the BER pathway, being described as highly 
polymorphic in cancer patients and therefore very important in the carcinogenesis 
process. Some polymorphisms in APE1 gene have been associated with susceptibility 
and progression of various cancers, in particular breast cancer. 
This work is a study of the cohort prospective type, in order to evaluate the 
influence of polymorphisms rs13181 in ERCC2 gene and rs1130409 in APE1 gene in 
overall survival and survival at 15 years after diagnosis of breast cancer patients, as well 
as to assess the influence of these genetic variations in the response of patients to 
treatment and observe the role of these polymorphisms in acute adverse reactions of 
normal tissues after radiotherapy treatment. 
For this study were recruited 1071 patients diagnosed with breast cancer. One-
hundred patients were selected to assess acute effects during radiotherapy treatment. All 
these women had undergone breast conserving surgery followed by radiotherapy and an 
assessment of acute reactions was made based on the level of skin toxicity according to 
RTOG/EORTC criteria. 
All study subjects were genotyped by Real-Time PCR for the polymorphisms in the 
study. The statistical analysis was performed with the SPSS statistical program. 
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The results indicate the existence of an association between rs13181 ERCC2 
gene polymorphism and survival of patients in accordance with the hormonal status of the 
same. Patients carrying the C allele for the polymorphism rs13181, have a lower overall 
survival (p=0.054) and survival at 15 years after diagnosis (p=0.041) in postmenopausal 
women when compared with the AA genotype carriers. These findings highlight the 
possible role of estrogens exposure in increased damage to DNA and rs13181 
polymorphism in DNA repair capacity, by NER pathway. 
For the rs1130409 polymorphism in the APE1 gene, statistically significant 
associations with overall survival, survival at 15 years after diagnosis and progression free 
survival weren’t observed. However, regarding the influence of polymorphism rs1130409 
in the response of normal tissue to RT treatment, the results showed a statistically 
significant association, as well as that patients carrying the GG genotype had a protection 
of about 90% against the development of more aggressive acute skin reactions after 
radiation treatment (p=0.031; OR=0.099; 95%CI=0.012-0.813). The lower risk of 
development of more aggressive acute skin reactions in patients with breast cancer 
carrying the GG genotype may be due to the prolonged delay cell cycle at the G2/M 
phase following irradiation. 
In the future, further studies are needed to clarify and validate the role of rs13181 
and rs1130409 polymorphisms and to confirm the importance of these polymorphisms as 
molecular markers of prognosis and response to therapy. 
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1.1. Cancro: conceitos gerais 
O cancro é uma das principais causas de morte no mundo, representando uma 
grande ameaça para a saúde pública, sendo que as taxas de incidência têm aumentado 
na maioria dos países desde 1990 [1].  
Em 2010, na Região Norte de Portugal foram diagnosticadas 16842 novas 
neoplasias malignas (excluindo carcinomas basocelulares e espinocelulares da pele), a 
que correspondeu uma taxa de incidência de cancro de 455,2/100000. A taxa de 
incidência de cancro foi de 522,4/100000 nos homens (9268 casos) e de 393,3/100000 
nas mulheres (7574 casos) . 
Em 2012, a nível mundial foram diagnosticados 14,1 milhões de novos casos de 
cancro, 8,2 milhões de mortes foram devidas a cancro e 32,6 milhões de pessoas viviam 
com cancro nos últimos 5 anos [2]. 
Assim, o cancro passou de terceira principal causa de morte em 1990, para 
segunda principal causa de morte em 2013, atrás das doenças cardiovasculares. Nos 
últimos anos, um progresso substancial foi feito, no que diz respeito, às opções de 
prevenção e tratamento para vários tipos de cancro. No entanto, apesar destes 
progressos, os números de novos casos de cancro continuam a aumentar devido quer ao 
aumento da esperança média de vida, quer ao aumento de determinados fatores de risco 
como tabagismo, obesidade e hábitos alimentares [1]. 
O cancro é caracterizado por um espectro complexo de alterações que afetam 
desde a atividade molecular dentro das células até à comunicação entre estas e os 
tecidos [3]. Desta forma, a transformação de células normais em células tumorais e a 
manutenção desse estado maligno está associada a desregulações genéticas e 
epigenéticas, respostas de sinalização celular alteradas (como, a apoptose, proliferação, 
diferenciação e migração) e interações aberrantes com o microambiente [3-6]. 
Esta é uma doença muito variável na sua apresentação, desenvolvimento e 
outcome de doente para doente. A mesma variabilidade e heterogeneidade existem ao 
nível celular e molecular [3-5].  
1.2. O processo de carcinogénese  
A carcinogénese representa o desenvolvimento do cancro ao nível celular, sendo 
um processo multifásico e multifatorial que pode ser dividido em três fases: a iniciação; a 
promoção; e a progressão [4-6]. 
Na fase da iniciação está envolvida uma alteração genética irreversível, 
hereditária ou espontânea, normalmente uma mutação num único gene. As células 
podem ainda sofrer a ação de agentes carcinogéneos, que provocam essas alterações 
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genéticas, porém, nesta primeira fase ainda não é possível detetar clinicamente um 
tumor. As células "iniciadas" sofrem a ação de um segundo grupo de agentes 
carcinogéneos, que promovem, de forma lenta e gradual, a transformação da célula 
iniciada em célula maligna, com um aumento da proliferação das células iniciadas, nesta 
que é a denominada fase de promoção. A fase de progressão caracteriza-se pela 
acumulação de mutações genéticas que levam à aquisição de fenótipos malignos e 
invasivos, ocorrendo nesta fase, a multiplicação descontrolada e irreversível das células, 
encontrando-se instalada a lesão cancerígena, evoluindo até ao aparecimento das 
primeiras manifestações clínicas da doença [6]. 
As radiações, a exposição exacerbada a hormonas, elementos da dieta, vírus e 
bactérias são agentes carcinogéneos, assim como, o fumo do tabaco que é um agente 
carcinogéneo completo, pois possui componentes que atuam nas três fases da 
carcinogénese. Estes agentes carcinogéneos em combinação com mutações em 
determinados genes afetam eventos biológicos, tais como a sobrevivência, diferenciação 
e controlo do crescimento celular constituindo a base da carcinogénese, como descrito 
acima [6]. 
Os genes que surgem mais frequentemente com alterações genéticas são:  
 Os proto-oncogenes, que são componentes das vias de sinalização, que 
atuam como reguladores de crescimento positivo, aumentam a divisão celular 
ou inibem a morte celular. Uma mutação com ganho de função resulta num 
oncogene, sendo que há uma promoção da proliferação celular e da 
carcinogénese [5, 7]; 
 Os genes supressores tumorais, que são componentes das vias de 
sinalização atuando como reguladores de crescimento negativo, que impedem 
a divisão celular ou causam morte celular. Uma mutação com perda de função 
promove, desta feita, a proliferação celular e a carcinogénese [5, 7]; 
 Os genes de reparação do ácido desoxirribonucleico (DNA), que ajudam a 
prevenir mutações, que levam ao desenvolvimento de uma neoplasia maligna 
[5, 7]. 
As células tumorais adquirem várias características fenotípicas durante o 
desenvolvimento do cancro [6]. Estas características, por norma denominadas de 
hallmarks, incluem a manutenção da sinalização proliferativa, a supressão do 
crescimento maligno, a resistência à morte celular (apoptose), a imortalidade replicativa, 
a indução da angiogénese e a ativação da invasão tecidular e metastização à distância. A 
capacidade de modificar ou reprogramar o metabolismo celular, a fim de auxiliar de forma 
mais eficaz a proliferação neoplásica e a capacidade das células tumorais evitarem a 
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destruição imunológica são dois dos hallmarks em ascensão. Subjacente a estas 
características está a instabilidade do genoma, que gera a diversidade genética que 
acelera a aquisição da instabilidade; e a inflamação, que promove múltiplos hallmarks do 
cancro (Figura 1) [8, 9] 
 
Figura 1 – Representação esquemática dos 6 principais Hallmarks do cancro, assim como dos 
Hallmarks emergentes e características subjacentes. Adaptada de: [9]. 
O reconhecimento da aplicabilidade generalizada destes conceitos irá afetar cada 
vez mais o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas [10]. 
1.3. Variabilidade genética individual: Repercussão no 
microambiente tumoral 
O risco de desenvolver uma doença neoplásica é determinado por complexas 
interações entre fatores ambientais e as características genéticas individuais, sendo que, 
a variabilidade genética individual, com impacto no microambiente celular do hospedeiro, 
tem vindo a ser fortemente associada com a suscetibilidade para o desenvolvimento de 
cancro. 
Esta variabilidade genética é consequência da ocorrência de polimorfismos 
genéticos, que consistem em variações genéticas que existem em indivíduos de uma 
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população, sendo que a variante menos frequente pode ser encontrada em pelo menos 
1% da mesma, podendo ou não resultar em alterações fenotípicas, uma vez que podem 
ocorrer tanto em regiões codificantes como não-codificantes [4, 11, 12]. A maioria dos 
polimorfismos, ocorre em genes envolvidos no controlo da proliferação e diferenciação 
celular, na reparação de DNA e na manutenção da integridade do genoma, assim como 
em determinadas moléculas envolvidas no metabolismo [12]. 
A variação genética mais comum designa-se por Single Nucleotide Polymorphism 
(SNP), estes polimorfismos consistem na substituição de uma única base azotada, 
culminando na alteração de um único nucleótido na sequência de DNA. A importância da 
análise de SNPs assenta no pressuposto de que os indivíduos com um nucleótido numa 
posição específica podem exibir um fenótipo normal, enquanto que os indivíduos com um 
nucleótido diferente nessa mesma posição podem apresentar maior predisposição para 
uma determinada doença ou fenótipo [6, 11, 13, 14]. 
Os SNPs contribuem também para uma vasta variação inter-individual na resposta 
à terapêutica, uma vez que qualquer alteração genética nas enzimas envolvidas nos 
processos inerentes à mesma pode afetar a eficácia da terapia [13]. 
De uma forma geral, os SNPs podem influenciar a atividade do promotor e a 
estabilidade do pré - ácido ribonucleico mensageiro (mRNA), assim como, modificar a 
capacidade de uma proteína se ligar ao seu substrato ou inibidores e podem alterar a 
localização subcelular de determinadas proteínas [13, 15]. Por conseguinte, e como 
expresso acima, os SNPs podem ser responsáveis: pela suscetibilidade a doenças, 
nomeadamente, ao cancro; pela deposição de drogas medicinais; e pela evolução do 
genoma [14].  
A ocorrência de polimorfismos funcionais leva a padrões de expressão genética e 
função das proteínas codificadas alterados, sendo que as variantes genéticas, por 
originarem estas diferenças na expressão e produção adequada da respetiva proteína, 
terão repercussões no microambiente tumoral que, por sua vez, influenciará o processo 
de desenvolvimento do tumor, devido à sua interação, através de moléculas secretadas 
no meio envolvente [11].  
A identificação de polimorfismos que possam modelar a resposta a um 
tratamento, de forma a individualizar a terapia com base no perfil genético de cada 
doente é um dos grandes objetivos da investigação atual, na área da Farmacogenómica. 
Deste modo, torna-se preponderante a caracterização genética individual com base no 
estudo de SNPs, para que se possam estabelecer perfis genéticos de risco para o 
desenvolvimento tumoral, estratificar grupos com significado prognóstico, caracterizar 
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indivíduos de acordo com a resposta à terapia e otimizar terapias dirigidas a alvos 
moleculares. 
1.4. O Cancro da mama 
1.4.1. Epidemiologia 
A nível mundial, o cancro da mama é o segundo mais frequente, e apresenta-se 
como o cancro mais incidente nas mulheres (1,8 milhões de novos casos em 2013) [1, 8]. 
As taxas de incidência são bastante diferentes ao longo das regiões do mundo, com 
taxas que variam entre 27/100000 na África Central e Ásia Oriente e 92/100000 na 
América do Norte (Figura 2) [16]. 
Figura 2 – Taxas de Incidência e Mortalidade do cancro da mama, a nível mundial [16] 
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O cancro da mama é a quinta causa de morte por cancro (520000 mortes) e é a 
causa mais frequente de morte nos países em desenvolvimento (324000 mortes, 14,3% 
do total). Nos países desenvolvidos, esta patologia apresenta-se como a segunda causa 
de morte por cancro (198000 mortes, 15,4% do total) atrás do cancro do pulmão. As 
diferenças entre as taxas de mortalidade nas diferentes regiões do globo são menores do 
que as respeitantes às taxas de incidência, uma vez que existe uma sobrevivência 
favorável para o cancro da mama nas regiões mais desenvolvidas, devido ao 
investimento no rastreio e diagnóstico precoce do mesmo, assim como, o aumento 
quantitativo e qualitativo das terapêuticas a aplicar no tratamento do cancro [16]. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 – Previsão do número de novos casos e mortalidade por cancro da mama, para Portugal em 
2025. Adaptada de: [16]. 
Em Portugal, segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC), em 
2012, o número de novos casos de cancro da mama foi de 6088. Por sua vez, 1570 
indivíduos do sexo feminino morreram devido ao cancro da mama, nesse mesmo ano. 
Como representado na figura 3, estima-se que em 2025, o número de novos casos de 
cancro da mama seja de aproximadamente 6697, e que a mortalidade por este cancro 
seja de aproximadamente 1800 casos [16]. 
Segundo o Registo Oncológico Regional do Norte (RORENO), no sexo feminino, 
mais de um quarto dos tumores diagnosticados correspondeu ao cancro da mama 
(29,2%) (figura 4), com 2213 casos e uma taxa de incidência de 114,9/100000 [17]. 
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Figura 4 – Tumores mais frequentes na região Norte de Portugal em 2010, no sexo feminino. Adaptada 
de: [17] 
1.4.2. Fatores de Risco  
O cancro da mama tem associado um conjunto de fatores de risco para o seu 
desenvolvimento. Com exceção do género feminino, o aumento da idade é o fator de 
risco mais significativo e consistente, uma vez que a maioria das populações demonstra 
um aumento das taxas da incidência de cancro da mama com a idade [8]. Outros fatores 
como a história familiar de cancro da mama, lesões mamárias pré-cancerígenas, alta 
densidade do tecido mamário, exposição prévia à radiação na região do tórax, utilização 
de terapia hormonal de substituição, e fatores reprodutivos como a menarca precoce, 
menopausa tardia, primeiro parto após os 30 anos ou nuliparidade apresentam-se como 
fatores relacionados com o aumento do risco de desenvolver cancro da mama [8, 18-20]. 
Determinados fatores de risco supracitados estão associados a comportamentos do dia-
a-dia e à exposição hormonal exógena, sendo que a prevenção primária do cancro da 
mama passa por uma alteração destas condições. A amamentação, a prática de 
atividade física, e a manutenção de um peso corporal saudável foram fatores 
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demonstrados, em vários estudos, como associados com uma diminuição do risco de 
desenvolvimento de um cancro da mama [18, 20].  
O risco aumentado associado às populações que habitam a América do Norte e o 
Norte da Europa comparativamente às populações da Ásia e África pode ser explicado 
pelas diferenças nos fatores de risco estabelecidos, como a idade da menarca, a 
paridade e a idade aquando da primeira gestação [20]. No entanto, estes fatores 
explicam apenas uma parte da variabilidade étnica observada, indicando que os fatores 
genéticos, ambientais e dietéticos subjacentes a cada continente/país/região contribuem 
para as diferenças nas incidências de cancro a nível mundial [8].  
As mulheres com história familiar de cancro da mama acentuado, em familiares de 
primeiro e segundo grau, em idades jovens, têm uma maior predisposição hereditária 
para o desenvolvimento de cancro da mama, nomeadamente as mulheres portadoras de 
mutação nos genes supressores tumorais p53, BRCA1 e/ou BRCA2 [20]. Embora as 
mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 estejam presentes em menos de 1% da 
população representam cerca de 5% a 10% de todos os casos de cancro da mama, as 
portadoras destas mutações têm um risco aumentado de desenvolver cancro da mama 
de 70 a 80% [8, 18-20]. As mulheres portadoras de mutação no gene BRCA1, também, 
têm um risco de 50% de desenvolver um cancro do ovário, sendo que aquelas que 
possuem mutação no gene BRCA2 apresentam um risco aumentado, mas inferior ao do 
gene BRCA1 [8]. As mutações germinativas no gene supressor tumoral p53 são muito 
raras e resultam na síndrome de Li-Fraumeni. As mutações neste gene aumentam o risco 
para o desenvolvimento de uma variedade de cancros, sendo o cancro da mama a 
neoplasia maligna mais comum em doentes com síndrome de Li-Fraumeni, o risco destes 
desenvolverem um cancro da mama é de cerca de 90% [8, 20]. 
A nível genético, ainda muito há para descobrir sobre a suscetibilidade individual 
de cada indivíduo para o desenvolvimento de cancro, sendo descrito que polimorfismos 
em determinados genes, com funções nas diversas vias de reparação do DNA, podem 
transmitir informação sobre os indivíduos em maior ou menor risco de desenvolver 
cancro. 
1.4.3. Histopatologia 
A maioria das neoplasias malignas da mama são carcinomas (≈90%), que tem 
origem nos ductos ou lóbulos mamários. Outros tumores, como o de tipo medular, 
mucinoso, tubular e papilar, constituem menos de 10% das neoplasias na mama, sendo 
estes os tipos histológicos que se correlacionam com um melhor prognóstico [21]. 
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Os carcinomas da mama são divididos, sob o ponto de vista histológico, em dois 
grandes grupos, carcinoma in situ (não-invasivo) e carcinoma invasivo.  
No carcinoma in situ, as células epiteliais malignas estão limitadas à membrana basal dos 
ductos e ácinos mamários. Este tipo de carcinoma destaca-se pelo bom prognóstico e 
taxa de cura de 98%, quando os doentes são submetidos a tratamento locoregional [8, 
21]  
 Antes da introdução do rastreio por mamografia, o carcinoma ductal in situ 
(DCIS) constituía apenas 0,8-5% de todos os cancros da mama, atualmente 
constitui 15-20% de todos os cancros da mama, realçando a vantagem do 
rastreio no diagnóstico precoce [19, 22, 23]. O risco das mulheres com DCIS 
desenvolverem carcinoma invasivo é 10-16 vezes superior do que a população 
feminina normal. As mulheres com DCIS e idade inferior a 40 anos 
apresentam um risco de recidiva mais elevado [24]. 
 O carcinoma lobular in situ (LCIS) é uma lesão rara, encontrada em 1% de 
todas as biópsias de mama, normalmente não são lesões macroscópicas, 
sendo casualmente diagnosticadas [25]. 
 A doença de Paget no mamilo é uma lesão onde as células neoplásicas se 
encontram situadas apenas no mamilo, esta é uma condição rara, 
representando <5% de todos os casos de carcinoma da mama. 
No carcinoma invasivo ou infiltrativo, as células neoplásicas invadem a membrana 
basal apresentando invasão do estroma, desta forma, este tipo de carcinoma invade os 
espaços linfovasculares e têm a capacidade de metastizar nos gânglios linfáticos 
regionais e nos órgãos distantes [21]. 
 O carcinoma ductal invasivo (CDI) é o carcinoma mais comum (70-80%), 
sendo o que apresenta pior prognóstico. 
o O CDI pode apresentar-se com uma extensa componente in situ, em 
que mais de 25% da componente in situ se encontra dentro ou em 
redor do tumor, esta situação pode ser importante em relação aos 
locais de recidiva, em doentes que efetuem cirurgia conservadora da 
mama (BCS). 
 O carcinoma lobular invasivo constitui 5-15% de todos os carcinomas da 
mama, e é mais comum em mulheres que receberam terapia hormonal de 
substituição. Este tende a ser frequentemente multifocal e/ou multicêntrico. 
 O carcinoma inflamatório é uma apresentação clínica particular do carcinoma 
da mama invasivo, representa cerca de 1-3% dos casos, neste a drenagem 
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linfática é danificada ocorrendo uma invasão linfática extensa da derme, 
provocando alterações inflamatórias na pela da mama. 
 
1.4.4. Diagnóstico e Estadiamento 
O diagnóstico de cancro na mama é definido através de uma avaliação que inclui 
o exame físico (autoexame) e uma série de exames de diagnóstico, como por exemplo a 
mamografia e a ecografia mamária. 
Uma deteção precoce do cancro da mama só é possível com autoexame mamário 
e exame clínico mamário regular e eficaz, assim como com a realização de mamografia, 
de acordo com o programa de rastreio nacional. 
Devido à sua fácil disponibilidade, baixo custo e capacidade de detetar 
microcalcificações, a mamografia é atualmente a modalidade de imagem de primeira 
escolha para o diagnóstico de cancro da mama [19].  
De forma geral, a mamografia deve ser realizada a cada 2 anos a partir dos 45 e 
até aos 69 anos, mesmo não tendo sido detetado qualquer nódulo ou anomalia na mama 
durante o autoexame ou exame físico, e nas mulheres com densidade mamária elevada 
ou próteses mamárias, a ecografia pode complementar este estudo.  
O exame histológico ou anátomo-patológico é o passo seguinte após a deteção de 
uma lesão suspeita, este permite a distinção entre tumor benigno e maligno, e no caso de 
cancro fornece ainda informação sobre as suas características, essenciais para a escolha 
do tratamento mais adequado [26]. Os recetores de estrogénios e progesterona e o 
human epidermal growth factor receptor type 2 (Her2) são avaliados em todos os 
carcinomas invasivos primários e fazem parte do relatório anatomopatológico.  
Atualmente, a biópsia do gânglio sentinela (BGS), efetuada aquando da cirurgia, 
tem sido validada como técnica de diagnóstico, demonstrando ser uma forma precisa de 
avaliação minimamente evasiva, para verificação dos gânglios axilares nos doentes com 
cancro da mama. Esta técnica apresenta uma morbilidade mínima e permite uma grande 
precisão histológica, assim como tem um papel importante no estadiamento da maioria 
dos carcinomas da mama invasivos com gânglios axilares clinicamente negativos, ainda 
nestes casos, a BGS é aplicada para determinar tanto o seu prognóstico como a 
importância do esvaziamento axilar, nos casos em que são detetadas metástases ocultas 
[27, 28].  
O diagnóstico definitivo é efetuado de acordo com a classificação da Organização 
Mundial de Saúde (OMS) e com a classificação Tumor Node Metastasis/American Joint 
Committee on Cancer (TNM/AJCC). 
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Desta forma, para classificar a evolução e a extensão do tumor é utilizado o 
sistema de classificação TNM que tem em conta o tamanho e a extensão do tumor (T), a 
possível metastização para gânglios linfáticos regionais (N), bem como a metastização à 
distância (M) [29].  
Assim, o estadiamento TNM tem um papel preponderante na escolha e condução 
do tratamento para cada subgrupo de doentes, com o objetivo de atingir as melhores 
taxas de controlo da doença e consequentemente um aumento da sobrevivência [29]. 
Segundo a AJCC, o cancro da mama pode ser classificado nos estadios descritos na 
tabela 1[29]. 
Tabela 1 – Grupos de Estadio/Prognóstico da AJCC [29] 
Estadio 0 Tis N0 M0 
Estadio IA T1* N0 M0 
Estadio IB 
T0 N1mi M0 
T1* N1mi M0 
Estadio IIA 
T0 N1** M0 
T1* N1** M0 
T2 N0 M0 
Estadio IIB 
T2 N1 M0 
T3 N0 M0 
Estadio IIIA 
T0 N2 M0 
T1* N2 M0 
T2 N2 M0 
T3 N1 M0 
T3 N2 M0 
Estadio IIIB 
T4 N0 M0 
T4 N1 M0 
T4 N2 M0 
Estadio IIIC Qualquer T N3 M0 
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1 
* T1 inclui T1mi. 
** Tumores T0 e T1 com micrometástases nos gânglios 
linfáticos regionais apenas são excluídos dos estadios IIA e 
são classificados IB 
1.4.5. Fatores de prognóstico 
Os fatores de prognóstico devem ser diferenciados dos fatores preditivos. Um 
fator de prognóstico representa qualquer característica avaliável no momento do 
diagnóstico ou da cirurgia, que se correlacione com a sobrevivência livre de progressão e 
a sobrevivência global na ausência de terapia sistémica adjuvante e, como resultado, é 
capaz de se correlacionar com a história natural da doença. Assim sendo, os fatores 
prognósticos podem ser úteis para a tomada de decisões sobre quais doentes devem 
receber terapia adjuvante [30, 31]. 
Por outro lado, um fator preditivo é qualquer medida associada com a resposta à 
terapia, podendo ser utilizado para prever a resposta ou a falta de resposta a uma 
determinada terapia [30, 31].  
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Alguns fatores, como os recetores hormonais e a sobreexpressão do Her2 são 
prognósticos e preditivos [30]. O tamanho do tumor, o envolvimento ganglionar, grau 
histológico mantêm-se os fatores prognósticos mais importantes para a sobrevivência a 
longo prazo, embora o seu papel tenha vindo a diminuir ao longo do tempo com o 
aparecimento de outros fatores relevantes [32].  
A maioria dos estudos admite o índice mitótico (MI), a positividade do Her2, o 
perfil genético e co-morbilidades como portadores de valor prognóstico a longo prazo 
para doentes com cancro da mama [32]. 
1.4.6. Abordagens terapêuticas 
O tratamento e acompanhamento dos doentes oncológicos envolvem uma 
complexa integração das ciências biológicas e físicas com os princípios clínicos, de forma 
a obter os melhores resultados terapêuticos possíveis. 
As abordagens terapêuticas e o prognóstico no cancro da mama geralmente são 
baseados na classificação TNM [27, 29]. Sendo que na grande maioria dos casos a 
cirurgia é a primeira escolha terapêutica [8, 19, 27, 33]. Contudo, a radioterapia (RT), 
quimioterapia (QT) e hormonoterapia (HT) são opções terapêuticas utilizadas 
regularmente no decurso do tratamento de cancro [8]. 
Ao nível do cancro da mama, a mastectomia total (com ou sem esvaziamento 
linfático axilar), cirurgia conservadora da mama, e BCS com RT apresentam-se como as 
possíveis abordagens em estadios iniciais da doença [19]. Sendo o uso de HT com 
tamoxifeno uma estratégia ainda discutível. O tamoxifeno tem demonstrado ser eficaz na 
prevenção de carcinomas invasivos e, no contexto de LCIS, foi demonstrada uma 
redução de 56% no risco de vir a desenvolver a componente invasiva, mas muitas 
questões têm sido levantadas sobre possíveis efeitos secundários desta terapia nos 
casos de DCIS, sendo que para estes não é uma terapia recomendada [18, 27, 34, 35].  
Devido ao avanço nas tecnologias imagiológicas e com a aplicação dos planos de 
rastreio, pequenas lesões são detetadas precocemente, sendo que uma abordagem 
terapêutica mais conservadora tem vindo gradualmente a ser utilizada. Assim, o 
tratamento standard para estadios iniciais inclui BCS seguida de RT a toda a mama, pois 
esta abordagem permite atingir uma taxa de mortalidade por cancro da mama e uma 
sobrevivência global equivalente à utilização da mastectomia, que é uma opção mais 
agressiva estética e psicologicamente para as doentes [25, 27, 36].  
A maioria dos estudos estima que a taxa de recidiva local após tratamento 
conservador da mama com radiação é de cerca de 5% em 10 anos (cerca de 0,5% por 
ano após o tratamento). Embora a taxa global de recidiva local após tratamento 
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conservador seja baixa, cada doente individualmente pode estar em maior ou menor risco 
de recidiva local, dependendo de determinados fatores de risco individuais [37]. De referir 
que, para mulheres com alto risco de recidiva, a BCS não é uma abordagem 
recomendada [27]. 
A escolha da terapia sistémica adjuvante depende do envolvimento dos gânglios 
linfáticos, status dos recetores hormonais, sobreexpressão do Her2, idade do doente e 
status da menopausa. A sua aplicação objetiva a diminuição da incidência de 
disseminação local e à distância, atuando na destruição das células remanescentes, após 
a terapia local. Em geral, os doentes com cancro da mama com gânglios positivos são 
tratados sistemicamente com QT, aqueles que apresentam recetores hormonais positivos 
são propostos para HT e o uso de trastuzumab é indicado para doentes com 
sobreexpressão do Her2 [27, 38].  
Os esquemas de QT neoadjuvante contendo antraciclinas e taxanos são ativos 
contra o cancro da mama no estadio III, de forma a reduzir o tamanho do tumor, para 
facilitar a cirurgia conservadora da mama e melhorar os resultados da mesma e da RT. 
Em alguns casos, a resposta obtida após a QT é um fator de prognóstico [27, 39].  
O carcinoma inflamatório da mama, também considerado estadio III, é agressivo e 
requer QT neoadjuvante seguida por mastectomia, ao invés de cirurgia conservadora da 
mama, bem como esvaziamento ganglionar e RT à parede torácica. O prognóstico em 
mulheres com carcinoma da mama recorrente ou metastático (estadio IV) é mau, e as 
opções de tratamento devem equilibrar os benefícios da sobrevivência e redução da dor 
contra os efeitos adversos provocados pelo tratamento [27]. 
1.4.7. Radioterapia e os seus efeitos biológicos 
A RT é uma modalidade de tratamento clínico que recorre à utilização de 
radiações ionizantes no tratamento de doentes com neoplasias malignas (e, 
ocasionalmente, doenças benignas). Aproximadamente 60% de todos os doentes com 
cancro recebem RT como um componente do seu tratamento [8]. 
O objetivo da RT é entregar uma dose precisa de radiação a um determinado 
volume de tumor com danos tão mínimos quanto possível ao tecido saudável 
circundante, resultando na erradicação do tumor, possibilitando um controlo local da 
doença [8, 21, 40]. Para além dos esforços curativos, a RT desempenha um papel 
importante no tratamento eficaz do cancro paliativo ou prevenção de sintomas de doença: 
a dor pode ser aliviada, a permeabilidade do lúmen pode ser restaurada, a integridade do 
esqueleto pode ser preservada, e a função do órgão pode ser restabelecida com mínima 
morbilidade [8].  
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A RT desempenha um papel fulcral no tratamento do cancro da mama na maioria 
dos estadios, sendo que pode ser efetuada com intuito radical/curativo ou paliativo [33].  
No cancro da mama, a RT diminui a taxa de recidiva loco-regional, aumenta a 
sobrevivência e atenua os sintomas de acordo com o estadio. A radioterapia adjuvante 
durante estadios mais avançados aumenta o controlo loco-regional e aumenta a 
sobrevivência particularmente em doentes com metástases nos gânglios linfáticos 
axilares [21].  
Os efeitos biológicos do tratamento com radiação ionizante são em grande parte 
resultado de danos no DNA, que são causados pela ionização direta no interior da 
molécula de DNA ou indiretamente a partir da ação de radicais químicos formados 
(espécies reativas de oxigénio), como resultado de ionizações locais em moléculas de 
água, como ilustrado na figura 5 [8, 40-43].  
Figura 5 – Esquema representativo dos efeitos biológicos da radiação ionizante na molécula de DNA, 
o seu efeito direto, através da interação da radiação diretamente no DNA, e indireto, através da 
ionização de moléculas de água, que se dissociam em radicais livres altamente reativos com 
estruturas celulares [44]. 
Quando a radiação ionizante afeta diretamente as moléculas de DNA no tecido 
alvo, as partículas carregadas resultantes da absorção da radiação interagem 
diretamente com os alvos críticos nas células, dando origem ao dano biológico [7, 33]. A 
lesão direta do DNA ocasiona a quebra das suas ligações estruturais, quebras da cadeia 
simples (SSB) e dupla do DNA (DSB). O efeito direto corresponde a 25-30% dos efeitos 
biológicos das radiações, o que significa que a maioria dos danos no DNA é causada 
pelo efeito indireto da radiação [8, 45]. 
Na lesão indireta, há deslocamento de eletrões e da molécula de água (H2O), que 
se torna num ião de água positivo (H20
+). O eletrão reagirá com outra molécula de água 
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formando um ião de água negativo (H2O
-), que se dissocia em dois radicais livres, um ião 
hidroxilo (OH.) e um radical livre de hidrogénio (H.). Os iões e radicais livres são 
altamente reativos com estruturas celulares, sendo que o radical (HO.) é uma espécie 
radicalar e a mais reativa de todas as espécies reativas de oxigénio. Como o corpo 
humano é constituído por 80% de H2O, sabe-se que o principal efeito das radiações é 
indireto, correspondendo a cerca de 65-70% dos efeitos das radiações ionizantes no 
tecido in vivo [8, 44].  
Assim sendo, a maior parte dos efeitos biológicos da radiação ionizante são 
mediadas por espécies reativas de oxigénio (ROS), que são gerados rapidamente 
através de radiólise de moléculas de água e também por determinadas reações 
secundárias (Figura 6) [4]. 
Figura 6 – Esquema representativo dos efeitos biológicos da radiação ionizante no DNA. Sendo que, 
após o dano no DNA ocorre a ativação dos mecanismos de reparação do mesmo, que poderão 
funcionar corretamente, e levar à sobrevivência das células, ou incorretamente, influenciando a 
sobrevivência, a ocorrência de mutações, a instabilidade do genoma, ou levando a uma catástrofe 
mitótica, apoptose ou senescência celular. Adaptada de: [8]. 
 
                                                                                                             1. Introdução 
 
- 18 - 
 
1.5. Vias de reparação do DNA 
A radiação ionizante sendo responsável pela efetividade da RT no combate às 
células tumorais, pode causar alterações em todos os componentes celulares e induzir 
vários tipos de lesões no DNA [33, 46]. O efeito que causa maior dano no DNA é a 
quebra da sua cadeia dupla, um efeito direto da radiação ionizante [43, 47]. Além deste, 
modificações nas bases induzidas por agentes oxidativos, assumem importância, pois as 
bases contêm elementos informativos do código genético [33]. 
A estabilidade do DNA é assegurada pela regulação do ciclo celular que conduz à 
sua paragem nos “pontos de controlo” quando há lesões no DNA, para que ocorra a 
reparação dos mesmos [47]. Assim sendo, implica que haja proteínas com capacidade 
para reconhecerem as lesões do genoma e para repararem essas lesões ou as 
assinalarem para que outras proteínas procedam à sua reparação [47]. Na tabela 2 
apresentam-se os mecanismos de reparação utilizados para manter a integridade do 
genoma [48]. 
Tabela 2 – Mecanismos para manter a integridade do genoma/reparação do DNA. Adaptada de: [48] 
Mecanismos de Reparação do DNA 
1. Discriminação pela polimerase do DNA 
2. Reparação direta 
3. Reparação por excisão: 
-de uma base (BER) 
-de nucleótidos (NER) 
-após reconhecimento de erros de replicação (MMR) 
4. Por recombinação 
Um dos primeiros mecanismos celulares para manter a integridade do genoma 
consiste na capacidade discriminativa da polimerase I do DNA em relação ao 
emparelhamento correto ou incorreto das bases durante a replicação da cadeia 
complementar [48]. Existe ainda um mecanismo de reparação direta que utiliza fotoliases 
ativadas pela luz visível capazes de remover dímeros de pirimidina (dímeros de timidina 
ou de citidina). Outros mecanismos de reparação baseiam-se na excisão de bases (BER) 
ou de nucleótidos (NER) [47]. Quando a alteração resulta de um erro de 
emparelhamento, em que não há qualquer anomalia química, intervêm proteínas de 
reconhecimento do erro, desenvolvendo-se o processo de excisão do fragmento que 
inclui o nucleótido mal emparelhado (MMR) [47]. Quando as lesões do DNA se traduzem 
em quebras de cadeia dupla, a reparação é feita por recombinação do DNA [48]. 
O funcionamento ineficaz do sistema de reparação do DNA pode resultar numa 
acumulação de lesões, determinando a morte celular [33, 49, 50]. No que respeita à 
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célula tumoral, este é o efeito benéfico observado no tratamento com radiação, no 
entanto, são estes mesmos eventos que são responsáveis pelos efeitos secundários da 
RT, quando a radiação atinge o tecido normal adjacente ao tumor. A falta de capacidade 
de reparação dos danos pode ser resultado de características genéticas individuais 
determinando o fenótipo de radiossensibilidade exacerbada observado em alguns 
indivíduos [33, 51, 52]. Os polimorfismos nos genes de reparação do DNA tem vindo a 
ser relacionados com o desenvolvimento de diversos cancros [53]. A avaliação do papel 
das variantes genéticas dos genes de reparação do DNA na radiossensibilidade das 
células tumorais tem sofrido significados avanços [41]. 
1.6. Gene ERCC2  
O gene excision repair cross-complementing 2 (ERCC2), também designado de 
Xeroderma Pigmentosum group D (XPD), pertence à subfamília das helicases 
RAD3/XPD, inclui 23 exões e encontra-se localizado no braço longo do cromossoma 19 
(19q13.3) (Figura 7), traduzindo uma proteína helicase de 760 aminoácidos, que se 
apresenta como uma subunidade do fator de transcrição humano II (TFIIH) [54, 55]. 
Figura 7 – Ideograma do gene ERCC2. Adaptado de http://www.genecards.org/ 
A proteína ERCC2 encontra-se envolvida na iniciação da transcrição, no controlo 
do ciclo celular e na apoptose. Esta é, também, responsável pela manutenção da 
integridade do material genético, desempenhando o seu principal papel na via NER, 
através da regulação da função do TFIIH (Figura 8) [53, 56, 57].  
Vários são os estudos que sugerem que a proteína ERCC2 possa participar na 
reparação de danos oxidativos induzidos pela radiação ionizante [51, 53, 58].  
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Figura 8 – Esquema representativo da interação da proteína ERCC2 em diversos mecanismos 
celulares, como: a iniciação da transcrição, através da regulação do complexo TFIIH; a apoptose, 
através da interação funcional da p53 com o complexo TFIIH, que, por sua vez, é regulado pela 
proteína ERCC2; na fosforilação dos recetores nucleares, através da regulação da atividade da CAK 
(CDK-activating kinase); na reparação do DNA pela via NER, através da regulação da função do 
complexo TFIIH. Adaptada de: [57] 
ERCC2 e a sua ação na via NER 
A via de reparação NER é um mecanismo de reparação do DNA que atua, 
maioritariamente, nos danos nas bases causados por agentes exógenos, como químicos 
mutagénicos ou carcinogéneos e foto-produtos gerados pela exposição aos raios 
ultravioleta (UV), danos estes que provocam distorção da molécula de DNA [59]. A via 
NER é, desta feita, crucial na reparação de várias lesões, como dímeros de timidina, 
aductos volumosos (dímeros de pirimidina), danos oxidativos e danos alquilantes [33, 53, 
60, 61]. Devido às funções do ERCC2 na transcrição e na via NER, este pode contribuir 
para a reparação de outros tipos de danos, como os provocados pela radiação ionizante 
[60]. Diversos estudos revelam a função de determinados genes de reparação do DNA, 
como o ERCC2, nos passos intermédios da via NER [53, 57, 61].  
Esta via de reparação é um dos sistemas universais de reparação de danos no 
DNA pela sua capacidade de eliminar lesões que induzem deformações estruturais 
importantes no DNA [61-64]. A via NER pode ser dividida em duas sub-vias, a de 
reparação global do genoma e a de reparação acoplada à transcrição. Na reparação 
acoplada à transcrição, as lesões de DNA localizam-se na cadeia transcrita e constituem 
uma barreira para a RNA polimerase II, representando o sinal de iniciação do processo 
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de reparação ou a indução da apoptose. Na reparação global do genoma, a proteína 
Xeroderma Pigmentosum group C (XPC) reconhece a deformação na hélice provocada 
pelos aductos e inicia a reparação [57, 60] (Figura 9).  
Figura 9 – Mecanismo de Reparação de DNA – Reparação por excisão de nucleótidos (NER), 
sub-via reparação global do genoma. Os passos essenciais desta via englobam: o reconhecimento 
dos danos no DNA; o recrutamento dos vários fatores e proteínas de reparação do DNA ao local 
danificado; a incisão e excisão da área danificada (normalmente 24 a 32 nucleótidos de comprimento); 
e a re-síntese do local danificado e a ligação das cadeias. Adaptada de: [59] 
O Xeroderma Pigmentosum group A (XPA) e o XPC estão envolvidos no 
complexo de reconhecimento de dano, mas vários estudos têm mostrado que o complexo 
XPC-hHR23B (homólogo humano do RAD23) reconhece a área danificada num estadio 
inicial, seguindo-se o recrutamento de vários fatores de reparação, incluindo o fator 
TFIIH, que desenrola o DNA danificado e promove espaço para a ação das nucleases. O 
TFIIH envolve uma essencial componente helicase, que, como descrito no ponto acima, é 
codificada pelo gene ERCC2. Assim, o gene ERCC2 desempenha um papel fundamental 
na regulação da função TFIIH [53, 55, 57, 61].  
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Segundo vários estudos sugere-se que variações na capacidade de reparação do 
DNA, na população geral, possam influenciar a suscetibilidade para o desenvolvimento 
de cancro [41]. Rao et al. afirma que variações na atividade de reparação da via NER 
podem ser fator de prognóstico para tratamentos com toxicidade em doentes com cancro, 
desta forma, a pesquisa por marcadores moleculares preditivos de resposta e de 
prognóstico, como os genes de reparação de DNA, é essencial para melhorar a resposta 
aos tratamentos e reduzir a sua toxicidade [53].  
1.6.1. Polimorfismos funcionais 
O gene ERCC2 é altamente polimórfico, sendo que alguns desses polimorfismos 
têm sido associados à suscetibilidade para o desenvolvimento de cancro [58, 65-69].  
Figura 10 – Localização dos vários polimorfismos descritos para o gene ERCC2. Adaptada de [64]. 
Entre os polimorfismos genéticos do ERCC2, o SNP rs13181 (tabela 3) localizado 
no exão 23, que consiste numa substituição de uma Adenina (A) por uma Citosina (C), na 
região codificante, resultando numa alteração aminoacídica de uma lisina (Lys) para uma 
glutamina (Gln), no codão 751 (Figura 10), tem vindo a ser considerado relevante, por 
vários autores [58, 62, 64, 66, 67, 69]. O SNP rs13181 ocorre num importante domínio de 
interação entre a proteína XPD e a ativação da sua helicase dentro do complexo TFIIH, o 
que é indicativo de um possível envolvimento deste SNP na deficiente atividade deste 
gene [54, 58].  
Tabela 3 – Frequência alélica do polimorfismo genético rs13181 do gene ERCC2, na Europa e a nível 
mundial. Adaptada de: http://www.ensembl.org 
SNP ERCC2 rs13181 
                                                                Alelos 
   Frequência Alélica 
Alelo A Alelo C 
Europa 64% 36% 
Mundo 76% 24% 
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Os estudos efetuados que pretendiam avaliar a influência do polimorfismo ERCC2 
rs13181 no risco de desenvolver cancro da mama têm sido controversos, por um lado, 
alguns estudos demonstram uma associação entre este SNP e alterações na eficiência 
da reparação do DNA [54, 58, 66, 70-72]. Os indivíduos portadores do alelo C, em alguns 
estudos, encontram-se associados com o risco de desenvolvimento de cancro de mama 
[58, 67]. 
Chang-Claude et al. demonstraram que o genótipo AA apresenta um associação 
estatisticamente significativa com a diminuição da capacidade de reparação dos danos 
no DNA, causados por benzopirenos e raios UV [51, 58]. Por outro lado, Benhamou et al. 
demonstraram que indivíduos portadores do alelo C apresentavam um nível mais elevado 
de aductos no DNA e uma baixa capacidade de reparação dos mesmos [56, 64, 73]. 
Mitra et al. também evidenciaram que os indivíduos homozigóticos para o alelo C surgiam 
com uma capacidade de reparação dos danos subótima [58]. 
Tendo em conta que o SNP rs13181 no gene ERCC2 parece ter um papel na 
suscetibilidade dos indivíduos para o desenvolvimento de cancro da mama, por 
proporcionar uma capacidade de reparação dos danos provocados no DNA alterada, é 
pertinente tentar compreender e desmitificar a controvérsia de resultados obtida até à 
data, no que respeita à forma como as variantes genéticas funcionais condicionam a 
sobrevivência e a resposta aos tratamentos aplicados das doentes com cancro da mama. 
1.7. Gene APE1  
O gene Apurinic/Apyrimidinic Endonuclease 1 (APE1), também denominado de 
redox effector factor-1 (REF-1), está localizado no braço longo do cromossoma 14 
(14q11.2), consiste em 5 exões e 4 intrões e codifica uma proteína multifuncional com 
318 aminoácidos, a apurinic/apyrimidinic endonuclease 1 (APE1) (Figura 11) [50, 74-77]. 
Figura 11 – Ideograma do gene APE1. Adaptado de http://www.genecards.org/ 
A proteína APE1 está envolvida em diversos processos celulares, como a 
ocorrência e desenvolvimento de tumores, stress oxidativo, regulação do ciclo celular, 
proliferação, diferenciação e apoptose (Figura 12) [77-80]. A enzima APE1 é a única 
enzima de reparação conhecida com sistema de regulação próprio [78].  
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Figura 12 – Esquema representativo das causas da ativação da proteína APE1/Ref-1, como a radiação 
e as ROS, pelo dano que provocam ao DNA, e funções biológicas associadas à proteína ativada, como 
a reparação do DNA, stress oxidativo, entre outras. Adaptado de [80]. 
Além disso, a proteína APE1 contribui para as atividades de reparação do gene 
p53, alguns estudos demostraram que a APE1 é responsável pela redução do p53, desta 
feita, melhorando a sua capacidade de ligação ao DNA [81, 82]. 
A APE1 é uma proteína globular α/β, que possuí duas funções principais: a de 
reparação do DNA e a de reguladora redox. Esta é constituída por dois domínios 
funcionais: o domínio N-terminal, que é fundamental na atividade redução-oxidação 
(redox) do APE1, modificando a capacidade de ligação ao DNA de vários fatores de 
transcrição, tais como o Nuclear Factor kappa B (NF-kB), e envolvendo-se na regulação 
da expressão génica do APE1; e o domínio C-terminal, que contem a endonuclease 
essencial na reparação do DNA e protege as células da citotoxicidade causada pela 
contínua acumulação de mutações nos locais apurínico/apirimidínicos (AP) [56, 78-81, 
83-85].  
Esta proteína pleiotrópica apresenta o seu papel central na resposta celular ao 
stress oxidativo, e é essencial na via BER, sendo a principal responsável pelo 
reconhecimento e incisão de locais AP nos fragmentos de DNA danificados pela 
radiação, na fase inicial de resposta aos danos no DNA [77, 78]. 
Elevados níveis de expressão do APE1 foram encontrados em tumores humanos, 
além disso, estudos mais recentes indicam que os níveis de expressão do APE1 estão 
correlacionados com a sensibilidade das células tumorais à RT e à QT, e que a inibição 
do APE1 poderia aumentar a eficácia destes tratamentos [46, 79-81, 83].  
Atualmente, o gene APE1 é considerado como uma ferramenta promissora no 
cancro, como marcador genético e/ou alvo molecular [77, 78, 80, 83]. 
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APE1 e a sua ação na via BER 
A via de reparação BER é o mecanismo de reparação de DNA major para lesões 
oxidativas, as quais surgem espontaneamente dentro da célula, ou são provenientes de 
agentes exógenos, como radiação ionizante ou raios UV. Outras lesões que podem ser 
reconhecidas e reparadas pela BER são as alquilações de DNA induzidas por agentes 
alquilantes ou por carcinogéneos exógenos, como as nitrosaminas. Esta via reconhece e 
repara alterações nas bases e quebras de cadeia simples [75, 77].  
Figura 13 - Mecanismo de Reparação de DNA – Reparação por excisão de uma base (BER) – 
Sub-vias Short Patch (SN-BER) e Long Patch (LP-BER). A via BER segue as seguintes etapas: 
reconhecimento da lesão; remoção da base e incisão da cadeia de DNA; distinção entre a sub-via 
short patch (SN-BER) e long patch (LP-BER); inserção da base; e ligação das cadeias. Adaptada de: 
[80]. 
De uma forma geral, na via BER, a maioria das bases danificadas no DNA são 
detetadas e removidas por proteínas especializadas, as glicosilases. Estas removem a 
base danificada sem danificar a estrutura do DNA, resultando num sitio abásico. Este 
será reconhecido por uma outra classe de enzimas, a endonuclease AP, que irá cortar a 
cadeia de DNA deixando uma falha ou SSB. Posteriormente, a reparação segue pela via 
SN-BER, para reparação de fragmentos curtos, ou pela LP-BER, para reparação de 
fragmentos longos (até 10 nucleótidos). Os primeiros passos de ambas são comuns, 
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enquanto que nos passos seguintes as proteínas intervenientes diferem dependendo da 
sub-via, como representado na Figura 13 [33, 75, 80]. 
Cada sub-via requer uma síntese de DNA diferente para substituir as bases 
excisadas, levada a cabo pela DNA polimerase beta (β), na SN-BER e, principalmente, 
pela DNA polimerases δ e ε na LP-BER. As ligases irão concluir a reparação, 
nomeadamente a ligase III e ligase I, para SN-BER e LP-BER, respetivamente [33].  
De forma mais detalhada, a sub-via SN-BER, inicia-se com o reconhecimento e 
remoção da base danificada por uma glicosilase de DNA, de seguida, o local abásico 
resultante é clivado por uma endonuclease AP, por norma a APE1, resultando numa 
SSB. No caso do local abásico ser regular a DNA polimerase β sintetiza o DNA e o 
complexo DNA ligase III/XRCC1 sela a quebra. O X-ray Repair cross-complementing 
protein 1 (XRCC1) recruta a DNA polimerase β e a DNA ligase III conjuntamente para o 
local de reparação [80].  
Na sub-via LP-BER há o envolvimento de proteínas diferentes, quando a 
extremidade 5′-deoxyribose phosphate (5’-dRP) é resistente à eliminação pela DNA 
polimerase β, por se encontrar reduzida ou oxidada. Neste caso é necessário processar 
5’-dRP como parte de uma saliência, a qual é removida pela flap endonuclease1 (FEN1). 
Nesta sub-via intervêm as DNA polimerases δ/ε para síntese, dependentes do 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) [80]. 
A escolha de uma das sub-vias é geralmente determinada pela natureza da DNA 
glicosilase e do sítio AP resultante, mas também pode depender do momento do ciclo 
celular e da localização sub-nuclear do processo [86]. 
Para coordenar a via BER, a APE1 interage com a Poly [ADP-ribose] polymerase 
1 (PARP1), XRCC1, DNA polimerase e FEN1. A APE1 estimula todas estas proteínas 
individualmente. As alterações neste mecanismo altamente regulado podem ser 
causadas por SNPs, que poderão resultar na reparação insuficiente do DNA, o que pode 
aumentar as lesões no DNA [87]. 
1.7.1. Polimorfismos funcionais 
O gene APE1 desempenha, desta feita, um papel preponderante na via BER, 
sendo descrito como altamente polimórfico em doentes com cancro e, por conseguinte, 
muito relevante no processo de carcinogénese [78, 84, 88]. 
Alguns polimorfismos no gene APE1, já foram relacionados com a suscetibilidade 
e progressão em diferentes cancros, nomeadamente no cancro da mama [4, 78, 80]. 
O SNP rs1130409 no gene APE1 localiza-se no exão 5, codão 148, e consiste 
numa substituição de uma timina (T) por uma guanina (G), resultando numa alteração de 
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aminoácido, de um aspartato (Asp) para um glutamato (Glu) (Tabela 4) [78, 88]. A 
frequência alélica deste polimorfismo varia da Europa para o Mundo, como apresentado 
na Tabela 4. 
Tabela 4 - Frequência alélica do polimorfismo genético rs1130409 do gene APE1, na Europa e a nível 
mundial. Adaptada de: http://www.ensembl.org 
 
 
Esta alteração de aminoácido não conservadora têm sido associada com uma 
redução da atividade de reparação do DNA do APE1 e, consequentemente, com um 
aumento do risco de desenvolver cancro [84]. 
Alguns estudos funcionais do SNP rs1130409 sugeriram que o alelo G pode ter a 
atividade da endonuclease e de ligação ao DNA alterada; a habilidade para comunicar 
com as outras proteínas envolvidas na via BER reduzida; e a capacidade para reparar 
danos oxidativos no DNA diminuída [50] 
Segundo Zhang et al., indivíduos homozigóticos para o alelo G estão 
significativamente associados com um risco elevado de cancro colo-rectal [75]. Um outro 
estudo demonstrou que os portadores do alelo G estavam associados com um risco mais 
elevado de desenvolver cancro do pulmão [56]. A nível do cancro da mama, não foram 
encontradas diferenças significativas entre indivíduos saudáveis e com patologia, no que 
respeita a este SNP [89]. Recentemente vários têm sido os estudos que pretendem 
avaliar a associação entre este SNP e a suscetibilidade para o desenvolvimento de 
cancro, mas os resultados têm-se apresentado controversos [50]. 
Também, os estudos que associam os polimorfismos nos genes de reparação e a 
radiossensibilidade clínica são escassos e controversos. Chang-Claude et al. 
demonstraram que os portadores do alelo G tinham uma diminuição do risco de 
desenvolver reações cutâneas agudas após RT. Os portadores do alelo G apresentaram 
uma proteção contra o desenvolvimento de radiossensibilidade clínica [51]. Num outro 
estudo, Osawa et al. sugerem que este polimorfismo não reduz a capacidade da 
endonuclease, apesar de se localizar no seu domínio, por sua vez este pode levar a uma 
redução na capacidade de comunicar com outras proteínas relevantes na via BER, e à 
possibilidade do alelo G ter uma maior sensibilidade à radiação ionizante [56]. Desta 
forma, embora seja sugerida a influência deste polimorfismo na sensibilidade para a 
SNP APE1 rs1130409 
                                                                Alelos 
   Frequência Alélila 
Alelo T Alelo G 
Europa 49% 51% 
Mundo 62% 38% 
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radiação ionizante, esta pode não resultar de uma redução da atividade da endonuclease 
[50]. 
Estes estudos de base molecular e epidemiológica fornecem evidências de que o 
gene APE1 poderá ser um possível alvo preditivo, prognóstico e terapêutico de vários 
cancros, nomeadamente do cancro da mama [77, 78, 80]. 
1.8. Polimorfismos nos genes ERCC2 e APE1, Cancro da mama e a 
Radioterapia 
A radiogenómica é uma área emergente de investigação, centrada no estudo das 
variações genéticas como uma possível explicação para as diferenças inter-individuais 
em resposta à exposição acidental e/ou terapêutica à radiação. O objetivo final desses 
estudos é identificar uma associação entre SNPs em determinados genes e reações 
biológicas agudas ou tardias específicas da exposição à radiação e o grau de toxicidade 
observada [90].  
Os genes ERCC2 e APE1 codificam proteínas essenciais nas vias de reparação 
do DNA, NER e BER, respetivamente. Vários são os estudos que sugerem que essas 
proteínas participam na reparação dos danos induzidos pela radiação ionizante no DNA 
[51, 53, 58, 77, 78]. Estes genes têm vindo a ser descritos como altamente polimórficos 
em doentes com cancro e, por conseguinte, muito relevantes no processo de 
carcinogénese [58, 62, 64-69, 78, 84, 88].  
Tendo em conta que o princípio de ação da RT é baseado na utilização de 
radiação ionizante no combate às células tumorais, através da indução de vários tipos de 
lesões no DNA e que, apesar dos enormes avanços nas técnicas de RT aplicadas, os 
tecidos normais circundantes ao tumor também são irradiados, e por conseguinte, o seu 
DNA também é danificado, é plausível avaliar a influência que determinados 
polimorfismos nos genes de reparação do DNA supracitados podem ter na resposta dos 
tecidos normais e tumorais à terapêutica. 
No que respeita ao SNP rs13181, no gene ERCC2, um estudo anterior relata uma 
associação entre este SNP e a toxicidade aguda na pele, os resultados indicam que as 
variantes do gene ERCC2 apresentam uma tendência para a associação com uma 
diminuição do risco de radiossensibilidade clínica, porém o resultado não é 
estatisticamente significativo [18]. Até à data, apenas um estudo relacionou o 
desenvolvimento de reações adversas agudas na pele, após RT à mama, com o 
polimorfismo funcional rs1130409, no gene APE1, atribuindo uma proteção contra o 
desenvolvimento destas reações agudas na pele às doentes portadoras do alelo G. 
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Este tipo de estudo permitirá um melhor conhecimento sobre a interação entre os 
polimorfismos rs13181, do gene ERCC2, e rs1130409, do gene APE1, e a resposta à RT, 
permitindo identificar grupos de risco para o desenvolvimento de reações secundárias e 
para a progressão da doença, estratificar grupos com significado prognóstico e 
individualizar a terapia com base no perfil genético de cada doente, de modo a sustentar 
cada vez mais as bases da medicina personalizada. 
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2.1. Objetivo Principal 
Este estudo tem como objetivo principal a compreensão da relevância dos 
polimorfismos genéticos ERCC2 rs13181 e APE1 rs1130409 no desenvolvimento do 
cancro da mama e a sua repercussão ao nível da resposta ao tratamento de RT, de 
forma a ser possível a definição de grupos com significado prognóstico.  
2.2. Objetivos Secundários 
Como objetivos secundários ao estudo apresentam-se:  
1) A análise da sobrevivência global e de sobrevivência 15 anos após o 
diagnóstico tendo em conta os polimorfismos referidos anteriormente, em 
doentes com diagnóstico de cancro da mama; 
2) A avaliação da influência dos polimorfismos ERCC2 rs13181 e APE1 
rs1130409 na resposta das doentes ao tratamento (sobrevivência livre de 
progressão); 
3) A observação da influência dos referidos polimorfismos nas reações 
adversas agudas e tardias dos tecidos normais ao tratamento de RT 
(estudo de follow-up prospetivo);  
4) A comparação dos resultados obtidos com outros estudos referentes à 
associação de toxicidade à radiação com o perfil genético de doentes com 
cancro da mama tratadas com RT. 
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3.1. Caraterização da população 
Para a realização deste trabalho experimental, foi efetuado um estudo de base 
hospitalar, que consistiu num estudo tipo cohort prospetivo. Desta forma, foram 
recrutados 1071 doentes do Instituto Português de Oncologia – Porto (IPO-Porto), com 
descendência europeia, com diagnóstico histopatológico de cancro da mama, todos do 
sexo feminino. Os indivíduos participantes neste estudo são residentes na região Norte 
de Portugal, sendo que todas as amostras utilizadas foram obtidas com o seu 
conhecimento e consentimento, de acordo com a declaração de Helsínquia. 
Foram analisadas as amostras referentes às 1071 mulheres diagnosticados com 
cancro da mama, no IPO-Porto, entre 1975 e 2011. A idade média das doentes é de 50,5 
anos (desvio padrão de 13,6 anos). Foram avaliados alguns parâmetros clínico-
patológicos, como o estadio TNM, tipo histológico e status hormonal, tal como descrito na 
Tabela 5.  
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Tabela 5 – Características clínico-patológicas do grupo de doentes com cancro da mama 
Características 
Casos (n=1071) 
n % 
Idade de diagnóstico (anos) 
Média±SD 
Mediana 
50,5±13,6 
49,0 
Estadio 
0 
I 
II 
III 
IV 
Sem informação 
  
19 1,8 
334 31,2 
461 43,0 
212 19,8 
32 3,0 
13 1,2 
Grau histológico 
Baixo 
Intermédio 
Alto 
Sem informação 
  
147 13,7 
488 45,6 
336 31,4 
100 9,3 
Abordagens Terapêuticas   
Cirurgia 1061 99,1 
Quimioterapia 721 67,3 
Radioterapia 868 81,0 
Hormonoterapia 780 72,8 
Recetores de estrogénio 
Positivo 
Negativo 
Sem informação 
  
803 75,0 
181 16,9 
87 8,1 
Recetores de progesterona 
Positivo 
Negativo 
Sem informação 
  
738 68,9 
246 23,0 
87 8,1 
Status Hormonal 
Pré-menopausa 
Pós-menopausa 
Sem informação 
  
446 41,6 
353 33,0 
272 25,4 
Idade da menopausa 
Média±SD 
Mediana 
47,6±5,45 
48,0 
 
De modo a avaliar a influência dos polimorfismos na resposta dos tecidos normais 
à RT, foram selecionadas 100 doentes submetidas apenas a BCS seguida de RT, que 
apresentavam uma avaliação das reações agudas na pele baseada na escala de 
toxicidade do Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) e da European Organization 
for Research and Treatment of Cancer (EORTC). A idade média das doentes 
pertencentes a este subgrupo é de 59,6 anos (desvio padrão de 10,4 anos). Na tabela 6 
são apresentadas as características deste subgrupo específico de doentes. 
Neste subgrupo, e tendo em conta, os objetivos desta subdivisão, importa ainda 
realçar as caraterísticas do tratamento de RT, sendo que o esquema de RT incluiu a 
irradiação de toda a mama com uma dose total de 50Gy, sendo entregues 2Gy por 
fração, 5 vezes por semana. A energia de radiação foi de 4MV para 58 (58,0%) doentes e 
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6 MV para 42 (42,0%) doentes. Noventa e sete (97,0%) doentes foram ainda submetidas 
a um boost e, destas, 38 (39, 2%) foram submetidas a braquiterapia.  
Todas os doentes foram seguidas durante o tratamento e a toxicidade na pele 
dentro do campo de irradiação foi documentada na sétima semana após o início da RT. 
Tabela 6 - Características clínico-patológicas do subgrupo de doentes com cancro da mama, 
submetidas apenas a BCS
*
 seguida de RT 
Características 
Doentes (n=100) 
n % 
Idade de diagnóstico (anos)  
Média (± SD) 59,6( ± 10,4) 
Mediana 61,0 
Estadio   
0 3 3,0 
I 90 90,0 
II 7 7,0 
Tamanho do tumor (T)   
Tis 3 3,0 
T1 92 92,0 
T2 5 5,0 
Status ganglionar (N)   
N0 98 98,0 
N1 2 2,0 
Grau histológico   
Baixo 52 52,0 
Intermédio 42 42,0 
Alto 4 4,0 
Não aplicável 2 2,0 
Recetores de estrogénio   
Positivo 91 91,0 
Negativo 4 4,0 
Sem informação 5 5,0 
Recetores de progesterona   
Positivo 88 88,0 
Negativo 7 7,0 
Sem informação 5 5,0 
Status hormonal   
Pré-menopausa 11 11,0 
Pós-menopausa 69 69,0 
Sem informação 20 20,0 
Idade da Menopausa   
Média (±SD) 48,0 (±4,62) 
49,0 Mediana 
Fototipo da pele   
I 1 1,0 
II 35 35,0 
III 44 44,0 
IV 18 18,0 
Sem informação 2 2,0 
Tamanho da copa   
A 1 1,0 
B 58 58,0 
C 29 29,0 
D 8 8,0 
Sem informação 4 4,0 
IMC   
18,5 – 24,9 31 31,0 
>24,9 67 67,0 
Sem informação 2 2,0 
*BCS – Cirurgia Conservadora da Mama   
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3.2. Procedimentos laboratoriais 
3.2.1. Extração de DNA genómico  
Foram recolhidos cerca de 8 mL de sangue venoso periférico dos indivíduos 
envolvidos neste estudo, através de uma técnica padronizada de colheita intravenosa, 
para tubos com EDTA. A partir das células nucleadas do sangue periférico, foi isolado o 
DNA genómico através de um Kit de extração da GRS Genomic DNA kit- Blood and 
cultured Cells (GRISP), executando o procedimento laboratorial fornecido pelo fabricante. 
3.2.2. Genotipagem dos polimorfismos rs13181 do gene ERCC2 e rs1130409 
do gene APE1 
A caracterização do polimorfismo rs13181, do gene ERCC2, na população 
estudada foi realizada por discriminação alélica, através de tecnologia TaqMan (Applied 
Biosystems), utilizando a técnica de Real-Time PCR (Real-Time Polymerase Chain 
Reaction). O assay utilizado foi o C__3145033_10, em que as sondas marcadas com 
fluorocromos eram específicas para cada alelo: VIC – alelo G, FAM – alelo T 
(TGCTGAGCAATCTGCTCTATCCTCT [G/T] CAGCGTCTCCTCTGATTCTAGCTGC). É 
de realçar que o assay disponível detetava o polimorfismo na cadeia reverse e, por isso, 
aquando da discriminação alélica, em vez de uma alteração A/C foi detetada uma 
alteração G/T.  
A caracterização do polimorfismo rs1130409, do gene APE1, na população 
estudada foi realizada por discriminação alélica, através de tecnologia TaqMan (Applied 
Biosystems), utilizando a técnica de Real-Time PCR. O assay utilizado foi o 
C__8921503_10, em que as sondas marcadas com fluorocromos eram específicas para 
cada alelo: VIC – alelo G, FAM – alelo T (AATTCTGTTTCATTTCTATAGGCGA [G/T] 
GAGGAGCATGATCAGGAAGGCCGGG). 
A reação de amplificação, que perfez um volume de reação final de 6 µL/caso, 
continha 2,5 µL de 2x Taqman Universal Master Mix, 0,125 µL de 40x Single Nucleotide 
Polymorphism Genotyping Assay, 2,375 µL de água bidestilada estéril (Braun®) e 1 µL de 
DNA (~20 ng). As condições de amplificação basearam-se na ativação da Taq DNA 
Polimerase a 95°C durante 10 minutos, seguindo-se 45 ciclos de 92°C por 15 segundos 
para desnaturação e de 60°C durante 1 minuto para emparelhamento dos primers e 
extensão.  
A amplificação foi detetada e analisada com recurso ao aparelho CFX96TM Real-
Time System e através do software Bio-Rad CFX Manager IVD Edition 1.6, tal como se 
encontra demonstrado, a título de exemplo, na figura 14.  
 
                                                                                             3. Materiais e Métodos 
 
- 41 - 
 
Figura 14 – Resultado de um Real-Time PCR para o polimorfismo rs13181 no gene ERCC2. RFU= 
relative fluorescence units. 
Os resultados da genotipagem foram repetidos em 10% dos casos e foram 
analisados e confirmados por dois investigadores independentes, de forma a aumentar a 
fiabilidade e reprodutibilidade dos resultados encontrados. De destacar, que foram 
efetuados controlos negativos em todas as reações de amplificação, que consistiram em 
poços em que apenas foram colocados a Taqman Universal Master Mix, o Single 
Nucleotide Polymorphism Genotyping Assay e a água bidestilada estéril, de modo, a 
garantir a ausência de contaminação das amostras genotipadas, a qualidade e a 
segurança da técnica efetuada. 
3.3. Análise estatística 
A análise estatística dos resultados foi realizada com o auxílio do programa 
estatístico SPSS (versão 18.0).  
O equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi calculado através do teste qui-
quadrado de Pearson (X2), por comparação das frequências genotípicas observadas 
versus esperadas. 
A análise pelo teste X2 foi ainda utilizada para comparação das diferentes 
variáveis categóricas. O valor de p foi obtido pelo teste de X2 e considerado 
estatisticamente significativo quando inferior a 0,05.  
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A sobrevivência global, a sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico e a 
sobrevivência livre de progressão foram analisadas segundo o modelo univariado de 
Kaplan-Meier e a comparação entre genótipos medida pelo Log Rank test. A duração da 
sobrevivência global foi definida como o intervalo de tempo entre o diagnóstico e a morte 
ou última avaliação clínica da doente. A duração da sobrevivência livre de progressão foi 
definida como o intervalo de tempo entre o início do tratamento e a recidiva ou última 
avaliação clínica da doente. A causa de morte foi determinada a partir dos registos da 
doente. 
A análise multivariável relativamente ao risco de morte por cancro da mama de 
acordo com os genótipos foi efetuada através da regressão de Cox com ajustamentos 
para as possíveis variáveis de confundimento: idade de diagnóstico; estadio TNM; grau 
histológico; recetores de estrogénio; e status hormonal. O status hormonal foi definido 
tendo por base a mediana da idade da menopausa (=48 anos). Esta idade mediana foi 
extrapolada para toda a população em estudo, permitindo-nos estimar os 48 anos como 
idade que divide entre a pré- e peri-menopausa (≤48 anos) e a pós-menopausa (>48 
anos). Desta feita, o status hormonal foi estratificado em 2 grupos: pré e peri-menopausa 
versus pós-menopausa.  
O valor de Odds Ratio (OR) indica o risco relativo para determinado 
acontecimento e foi calculado juntamente com o intervalo de confiança de 95% (IC95%) 
para medir a associação entre os genótipos dos polimorfismos rs1130409 no gene APE1 
e rs13181 no gene ERCC2 e o risco de desenvolvimento de reações agudas mais 
agressivas após RT.  
As variáveis de confundimento, fototipo da pele (tipo I ou II versus tipo III ou mais), 
tamanho da copa (A versus B versus C versus D), Índice de Massa Corporal (IMC) 
(normal (<25) versus sobrecarga ponderal (≥25)) e status hormonal (pré e peri-
menopausa versus pós-menopausa) foram independentemente analisadas em cada 
modelo. Numa análise secundária, foi realizada uma análise de regressão logística 
multivariável para calcular o conjunto de variáveis preditivas de eritema 
moderado/descamação húmida mais relevantes, sendo que os modelos estatísticos 
foram corrigidos para a idade no momento do diagnóstico. Numa terceira etapa foi 
realizada uma estratégia de Bootstrapping, utilizando a metodologia de simulação Monte 
Carlo (1000 repetições).  
 
  
 
 
 
 
 
 
4. Resultados
  
 
 
 
 
 
  
 
                                                                                                            4. Resultados  
 
- 45 - 
 
De acordo com os objetivos definidos para este estudo são apresentados os 
resultados referentes ao polimorfismo no gene ERCC2 e APE1, respetivamente, no que 
concerne: à frequência genotípica e alélica e respetivo equilíbrio de Hardy-Weinberg 
(HWE); à sobrevivência global e à sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico; à 
influência do status hormonal; e à sobrevivência livre de progressão da doença. Para 
finalizar são demonstrados os resultados que nos permitem inferir sobre a influência que 
os polimorfismos rs13181 e rs1130409 têm na resposta dos tecidos normais à RT. 
4.1. Frequência genotípica e alélica do polimorfismo rs13181 no gene ERCC2 
e rs1130409 no gene APE1 
A distribuição das frequências dos vários genótipos do polimorfismo rs13181 no 
gene ERCC2 (AA, CA e CC) e do rs1130409 no gene APE1 (GG, GT e TT) para as 
doentes inseridas no estudo encontra-se descrita na Tabela 7. A distribuição das 
frequências genotípicas está de acordo com o esperado segundo os princípios de Hardy-
Weinberg para o polimorfismo no gene ERCC2 (p=0,06), sendo que para o polimorfismo 
no gene APE1 não foi encontrado o HWE (p=0,02). 
Tabela 7 – Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo rs13181 e rs1130409, no gene ERCC2 e 
APE1, respetivamente, para o grupo total de doentes em estudo e para o subgrupo definido  
Genótipos n grupo total (%) n subgrupo (%) 
rs13181 ERCC2 941(100,0) 97 (100,0) 
AA 424 (45,05) 38 (39,18) 
CA 396 (42,08) 40 (41,24) 
CC 121 (12,86) 19 (19,59) 
Alelo A 1244 (66,10) 116 (59,79) 
Alelo C 638 (33,90) 78 (40,21) 
   
rs1130409 APE1 947 (100,0) 94 (100,0) 
GG 202 (21,33) 17 (18,09) 
GT 433 (45,72) 48 (51,06) 
TT 312 (32,95) 29 (30,85) 
Alelo G 837 (44,19) 82 (43,62) 
Alelo T 1057 (55,81) 106 (56,38) 
Para o subgrupo de doentes definido para avaliação das reações agudas na pele 
após o tratamento de RT, a distribuição das frequências dos vários genótipos do 
polimorfismo rs13181 no gene ERCC2 (AA, CA e CC) e do rs1130409 no gene APE1 
(GG, GT e TT) encontra-se descrita na Tabela 7. A distribuição das frequências 
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genotípicas está de acordo com o esperado segundo os princípios de Hardy-Weinberg 
para o polimorfismo no gene ERCC2 e APE1 (p=0,16 e p=0,71, respetivamente). 
No que refere às frequências alélicas para o polimorfismo rs13181 no gene 
ERCC2 (alelo A e alelo C) e para o polimorfismo rs1130409 no gene APE1 (alelo G e 
alelo T), estas encontram-se de acordo com as frequências observadas ao nível das 
populações Europeias. 
4.2. Associação do polimorfismo rs13181 no gene ERCC2 com a 
sobrevivência global e a sobrevivência global aos 15 anos após o 
diagnóstico de cancro da mama 
Na avaliação da influência do polimorfismo rs13181 na sobrevivência global das 
doentes não foi encontrada significância estatística entre os diferentes genótipos do gene 
ERCC2 e a sobrevivência global das doentes (p=0,557) (Figura 15).  
Figura 15- Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência global das doentes com cancro da mama consoante os diferentes genótipos do 
polimorfismo no gene ERCC2 (CC (n=120) versus AA (n=419) versus CA (n=389)). 
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Quando estratificados os genótipos por homozigótico AA versus portador alelo C, 
os resultados não demonstraram associação estatisticamente significativa com a 
sobrevivência global das doentes (p=0,411). Sendo a sobrevivência global de 204,95 
meses para doentes com genótipo AA e 207,65 meses para doentes portadoras do alelo 
C (Figura 16). 
Figura 16- Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência global das doentes com cancro da mama, de acordo com os genótipos homozigótico 
AA (n=419) versus portador alelo C (n=509) do polimorfismo no gene ERCC2. 
Relativamente à análise da sobrevivência global aos 15 anos após o diagnóstico, 
não se observaram diferenças estatisticamente significativas nas curvas de sobrevivência 
(Figura 17). Não se verificou qualquer associação estatisticamente significativa entre os 
genótipos (homozigótico AA versus portador alelo C) e a sobrevivência global dos 
indivíduos (p= 0,391). 
  
 
                                                                                                            4. Resultados  
 
- 48 - 
 
Figura 17 - Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência global aos 15 anos após o diagnóstico das doentes com cancro da mama, de acordo 
com os genótipos homozigótico AA (n=419) versus portador alelo C (n=509) do polimorfismo no gene 
ERCC2. 
4.3. Influência do polimorfismo rs13181 no gene ERCC2 na sobrevivência 
global e sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico, de acordo com o 
status hormonal 
A influência do polimorfismo, de acordo com os genótipos (AA versus CA versus 
CC), na sobrevivência global das doentes foi avaliada, tendo em consideração o status 
hormonal. Não se verificou uma associação estatisticamente significativa entre o SNP 
rs13181 e a sobrevivência global, de acordo com o status hormonal (pré e peri-
menopausa, p=0,799 versus pós-menopausa, p=0,118) (Resultado não apresentado). 
Considerando a divisão dos genótipos em homozigótico AA versus portador alelo 
C para o SNP rs13181, e mantendo o objetivo de verificar a sua influência na 
sobrevivência global das doentes, tendo em conta o status hormonal, observou-se uma 
tendência estatística entre as doentes portadoras do alelo C e uma menor sobrevivência 
global, na pós-menopausa (p=0,054) (Figura 18). Assim sendo, a análise das curvas de 
sobrevivência de Kaplan-Meier para o polimorfismo rs13181 evidencia uma sobrevivência 
significativamente inferior nos portadores do genótipo CA/CC em comparação com os 
homozigóticos AA (162,35 e 188,59 meses, respetivamente, p=0,054). 
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Figura 18 - Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência global das doentes com cancro da mama, de acordo com os genótipos homozigótico 
AA (n=213) versus portador alelo C (n=283) do polimorfismo no gene ERCC2, tendo em conta o status 
hormonal pós-menopausa. 
Quando feita a análise da sobrevivência global aos 15 anos após o diagnóstico, 
tendo em conta o status hormonal, observaram-se diferenças estatisticamente 
significativas nas curvas de sobrevivência (Figura 19), sendo que as doentes portadoras 
do alelo C apresentam uma menor sobrevivência aos 15 anos, na pós-menopausa, 
quando comparadas com doentes com o genótipo AA (136,20 e 147,23 meses, 
respetivamente, p=0,041). Na peri-menopausa, não se verificou uma associação 
estatisticamente significativa entre a sobrevivência global aos 15 anos após o diagnóstico 
e os genótipos homozigótico AA versus portador alelo C do polimorfismo no gene ERCC2 
(p=0,546) (Resultado não apresentado). 
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Figura 19 - Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico, das doentes com cancro da mama, de acordo com os 
genótipos homozigótico AA (n=213) versus portador alelo C (n=283) do polimorfismo no gene ERCC2, 
considerando o status hormonal pós-menopausa. 
4.4. Influência do polimorfismo rs13181 no gene ERCC2 no risco de morte 
por cancro da mama 
Dada a relevância de determinados fatores clinico-patológicos no risco de morte 
por cancro da mama, foi realizada uma análise multivariável por regressão de Cox 
ajustada para a idade ao diagnóstico, estadio TNM, grau histológico, status hormonal e 
status dos recetores de estrogénio. Através desta análise demonstrou-se uma tendência 
para um risco de morte, aos 15 anos após o diagnóstico, aumentado para os portadores 
do alelo C comparativamente aos portadores do genótipo AA, após ajustamento para os 
possíveis fatores de confundimento descritos acima (HR=1,3; CI95%=0,10-1,67; 
p=0,052). O risco de morte por cancro da mama, 15 anos após o diagnóstico, é de cerca 
de 1,3 vezes superior nos portadores do alelo C, para o polimorfismo rs13181, quando 
tidos em conta os fatores que poderiam influenciar esta condição (Tabela 8). 
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Tabela 8 – Análise multivariável por regressão de Cox para identificação de fatores que possam 
influenciar o risco de morte por cancro da mama, de acordo com o SNP rs13181 no gene ERCC2.  
 
Análise Multivariada Análise Bootstrap 
HR CI 95% p p 
ERCC2_Portador alelo C 1,290 0,998-1,668 0,052 0,050 
Estadio TNM 2,089 1,758-2,481 0,000 0,001 
Grau histológico 1,262 1,020-1,560 0,032 0,031 
Status Hormonal 0,642 0,414-0,997 0,048 0,066 
Recetores de Estrogénio 1,524 1,178-1,972 0,001 0,004 
Idade de diagnóstico 1,027 1,010-1,045 0,002 0,016 
 
4.5. Influência do polimorfismo rs13181 no gene ERCC2 na sobrevivência 
livre de progressão 
Na avaliação da influência do polimorfismo rs13181 na sobrevivência livre de 
progressão, não foi encontrada significância estatística entre os diferentes genótipos do 
gene ERCC2 e a sobrevida livre de progressão das doentes (p=0,852) (Figura 20).  
Figura 20 - Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência livre de progressão, consoante os diferentes genótipos do polimorfismo no gene 
ERCC2 (AA (n=411) versus CA (n=381) versus CC (n=113)). 
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No que concerne à avaliação da influência do polimorfismo, tendo em conta os 
genótipos homozigótico AA versus portador alelo C, na sobrevivência livre de progressão, 
também não foi encontrada qualquer associação estatisticamente significativa (p=0,815) 
(Figura 21). 
Figura 21 - Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência livre de progressão, consoante os genótipos homozigótico AA (n=411) versus portador 
alelo C (n=494) do polimorfismo no gene ERCC2. 
Tendo em conta, o impacto que o status hormonal demonstrou ao nível da 
sobrevivência dos indivíduos, avaliou-se qual a influência do SNP rs13181 na 
sobrevivência livre de progressão, de acordo com o status hormonal. Verificou-se que 
não existe associação estatisticamente significativa entre a sobrevivência livre de 
progressão e os genótipos de acordo com o status hormonal (pré e peri-menopausa, 
p=0,459 versus pós-menopausa, p=0,476) (Figura 22). 
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Figura 22 - Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência livre de progressão, de acordo com os genótipos homozigótico AA (n=201 e n=210) 
versus portador alelo C (n=218 e n=276), do polimorfismo no gene ERCC2, de acordo com o status 
hormonal: pré e peri-menopausa (em cima) e pós-menopausa (em baixo). 
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4.6. Associação do polimorfismo rs1130409 no gene APE1 com a 
sobrevivência global e a sobrevivência global aos 15 anos após o 
diagnóstico de cancro da mama 
Na avaliação da influência do polimorfismo rs1130409 na sobrevivência global das 
doentes não se observou significância estatística entre os diferentes genótipos do 
polimorfismo no gene APE1 e a sobrevivência global das doentes (p=0,789) (Figura 23).  
Figura 23- Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência global das doentes com cancro da mama consoante os diferentes genótipos do 
polimorfismo no gene APE1 (GG (n=196) versus GT (n=430) versus TT (n=308)). 
Quando subdivididos os genótipos em homozigótico GG versus portador alelo T, 
os resultados não demonstraram associação estatisticamente significativa com a 
sobrevivência global das doentes (p=0,541). Sendo a sobrevivência global de 220,88 
meses para doentes com genótipo GG e 200,25 meses para doentes portadoras do alelo 
T (Figura 24). 
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Figura 24- Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência global das doentes com cancro da mama, de acordo com os genótipos homozigótico 
GG (n=196) versus portador alelo T (n=738), do polimorfismo no gene APE1. 
Relativamente à análise da sobrevivência global aos 15 anos após o diagnóstico, 
não se observaram diferenças estatisticamente significativas nas curvas de sobrevivência 
(Figura 25). Não se verificou qualquer associação estatisticamente significativa entre os 
genótipos homozigótico GG versus portador alelo T e a sobrevivência global dos 
indivíduos (p= 0,637). A sobrevivência global aos 15 anos após o diagnóstico foi de 
143,62 meses para doentes com genótipo GG e 142,76 meses para doentes portadoras 
do alelo T (Figura 25). 
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Figura 25- Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência global aos 15 anos após o diagnóstico das doentes com cancro da mama, de acordo 
com os genótipos homozigótico GG (n=196) versus portador alelo T (n=738), do polimorfismo no gene 
APE1. 
4.7. Influência do polimorfismo rs1130409 no gene APE1 na sobrevivência 
global e sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico, de acordo com o 
status hormonal 
A influência do polimorfismo, de acordo com os genótipos (GG versus GT versus 
TT), na sobrevivência global das doentes, tendo em conta o status hormonal foi avaliada, 
não se verificando uma associação estatisticamente significativa entre estes parâmetros 
(pré e peri-menopausa, p=0,416 versus pós-menopausa, p=0,351) (Resultado não 
apresentado). 
De acordo com a estratificação dos genótipos em homozigótico GG versus 
portador alelo T, e com o intuito de verificar o seu papel na sobrevivência global das 
doentes, considerando o status hormonal, também não foi observada uma associação 
estatisticamente significativa entre o polimorfismo rs1130409 e a sobrevivência global, 
tendo em conta o status hormonal (pré e peri-menopausa, p=0,893 versus pós-
menopausa, p=0,358) (Figura 26).  
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Figura 26 - Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico das doentes com cancro da mama, de acordo com os 
genótipos homozigótico GG (n=92 e n=104) versus portador alelo T (n=346 e n=392), do polimorfismo 
no gene APE1, tendo em conta o status hormonal: pré e peri-menopausa (em cima) e pós-menopausa 
(em baixo). 
Quando feita a análise da sobrevivência global aos 15 anos após o diagnóstico, 
de acordo com os genótipos (GG versus GT versus TT) e, tendo em conta o status 
hormonal, não se verificou uma associação estatisticamente significativa (pré e peri-
menopausa, p=0,412 versus pós-menopausa, p=0,176) (Resultado não apresentado). 
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Tendo em conta a estratificação em homozigótico GG versus portador alelo T, e 
mantendo o objetivo de avaliar a influência do polimorfismo na sobrevivência aos 15 anos 
após diagnóstico das doentes, de acordo com o status hormonal, não se observou uma 
associação estatisticamente significativa entre o polimorfismo rs1130409 e a 
sobrevivência global aos 15 anos após o diagnóstico, de acordo com o status hormonal 
(pré e peri-menopausa, p=0,744 versus pós-menopausa, p=0,293) (Figura 27).  
Figura 27 - Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico das doentes com cancro da mama, de acordo com os 
genótipos homozigótico GG (n=92 e n=104) versus portador alelo T (n=346 e n=392), do polimorfismo 
no gene APE1, tendo em conta o status hormonal: pré e peri-menopausa (em cima) e pós-menopausa 
(em baixo). 
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4.8. Influência do polimorfismo rs1130409 no gene APE1 na sobrevivência 
livre de progressão 
Relativamente à avaliação da influência do polimorfismo rs1130409 na 
sobrevivência livre de progressão, não foi encontrada significância estatística entre os 
diferentes genótipos do polimorfismo no gene APE1 e a sobrevivência livre de progressão 
das doentes (p=0,761) (Figura 28).  
Figura 28- Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência livre de progressão, consoante os diferentes genótipos do polimorfismo no gene APE1 
(GG (n=196) versus GT (n=413) versus TT (n=302)). 
No que respeita à avaliação da influência do polimorfismo rs1130409, tendo em 
conta os genótipos homozigótico GG versus portador alelo T, na sobrevivência livre de 
progressão, também não foi encontrada associação estatisticamente significativa 
(p=0,738) (Figura 29). 
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Figura 29 - Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e teste do Log Rank para análise da 
sobrevivência livre de progressão, de acordo com os genótipos homozigótico GG (n=196) versus 
portador alelo T (n=715), do polimorfismo no gene APE1. 
4.9. Influência dos polimorfismos rs13181, no gene ERCC2, e rs1130409, no 
gene APE1, na resposta dos tecidos normais à Radioterapia 
De modo a estudar a influência dos polimorfismos rs13181 e rs1130409, dos 
genes ERCC2 e APE1, respetivamente, no risco para desenvolver reações agudas na 
pele após tratamento de RT, em doentes com cancro da mama, analisou-se um subgrupo 
de doentes (n=100), que haviam sido submetidas apenas a BCS seguida de RT e em que 
havia sido aplicada criteriosamente a escala de toxicidade da RTOG/EORTC. 
Os genótipos dos polimorfismos em estudo, o fototipo da pele (tipo I ou II versus 
Tipo III ou IV), o tamanho da copa (A/B/C/D), o IMC (normal (<25) versus sobrecarga 
ponderal (≥25)) e o status hormonal (pré e peri-menopausa versus pós-menopausa) 
foram associados com as reações agudas na pele observadas após RT (sem 
alterações/eritema ligeiro versus eritema moderado/descamação húmida). 
Das doentes com fototipo I/II, 11 desenvolveram eritema moderado e/ou 
descamação húmida e 25 apresentaram-se sem alterações ou com eritema ligeiro. No 
grupo com fototipo III/IV, 25 doentes desenvolveram eritema moderado e/ou descamação 
húmida e 37 doentes apresentaram-se sem alterações ou com eritema ligeiro. Não foi 
encontrada associação estatisticamente significativa entre o fototipo e o desenvolvimento 
de reações cutâneas agudas após RT (p=0,334) (Tabela 9). 
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Apenas uma doente tinha um tamanho da copa A e desenvolveu eritema 
moderado e/ou descamação húmida após tratamento de RT. Cinquenta e oito das 100 
doentes deste subgrupo tinham um tamanho de copa B, destas 19 desenvolveram 
eritema moderado e/ou descamação húmida e 39 apresentaram-se sem alterações ou 
com eritema ligeiro. Das doentes com tamanho de copa C, 13 desenvolveram eritema 
moderado e/ou descamação húmida e 16 surgiram sem alterações ou com eritema 
ligeiro. No grupo de doentes com tamanho de copa D, 4 desenvolveram eritema 
moderado e /ou descamação húmida e 4 apareceram sem alterações ou com eritema 
ligeiro. Não se verificou nenhuma associação entre o tamanho da copa e o 
desenvolvimento de reações cutâneas agudas após RT (p=0,342) (Tabela 9).  
No grupo de doentes com peso normal, 11 desenvolveram eritema moderado e/ou 
descamação húmida e 20 apresentaram-se sem alterações ou com eritema ligeiro. Em 
doentes com sobrecarga ponderal, 26 desenvolveram eritema moderado e/ou 
descamação húmida e 41 apresentaram-se sem alterações ou com eritema ligeiro. Não 
houve associação estatística significativa entre o IMC e o desenvolvimento de reações 
agudas na pele após RT (p=0,752) (Tabela 9). 
Deste subgrupo de doentes, 11 apresentavam-se na pré e peri-menopausa, sendo 
que destas, 7 apresentavam-se sem alterações ou com eritema ligeiro na pele e apenas 
4 apresentavam eritema moderado e/ou descamação húmida. Sessenta e nove doentes 
encontravam-se na pós-menopausa, destas 45 não tinham alterações ou apresentavam 
eritema ligeiro, enquanto que 24 desenvolveram eritema moderado e/ou descamação 
húmida. Como se pode verificar na tabela 9, não foi encontrada associação 
estatisticamente significativa entre o status hormonal e o desenvolvimento de reações 
cutâneas agudas após RT (p=0,922).  
Sessenta e três das 100 doentes deste subgrupo apresentaram reações agudas 
na pele menos agressivas ou não apresentaram reações, destas 16 são portadoras do 
genótipo GG para o polimorfismo rs1130409, do gene APE1. Trinta e duas das 100 
doentes desenvolveram reações cutâneas agudas mais agressivas (eritema moderado 
e/ou descamação húmida), sendo que apenas uma doente é portadora do genótipo GG 
para o rs1130409 (Tabela 9). Os resultados indicam que os portadores do genótipo GG 
são menos propensos ao aparecimento de reações cutâneas agudas mais agressivas 
(p=0,007) (Tabela 9).  
Sessenta e duas doentes deste subgrupo apresentaram reações agudas na pele 
menos agressivas ou não mostraram reações (sem alterações ou eritema ligeiro), destas 
26 eram portadoras do genótipo AA para o polimorfismo rs13181, do gene ERCC2. Trinta 
e cinco das 100 doentes desenvolveram reações cutâneas agudas mais agressivas, 
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sendo que 12 doentes eram portadoras do genótipo AA para o polimorfismo (Tabela 9). 
Os resultados indicam não haver uma associação entre as variantes do polimorfismo 
rs13181 e o desenvolvimento de reações cutâneas agudas após RT (p=0,459) (Tabela 
9).  
Tabela 9 – Associação dos polimorfismos rs1130409 e rs13181 com o risco de reações agudas na pele 
após RT mais agressivas, em doentes com cancro da mama (n=100). 
De forma a confirmar os resultados obtidos, pela aplicação do teste qui-quadrado, 
foi realizada uma análise multivariável com ajustamento para o fototipo, tamanho da 
copa, IMC, status hormonal e idade de diagnóstico, sendo que os resultados confirmaram 
que os portadores do genótipo GG para o polimorfismo no gene APE1 têm uma proteção 
estatisticamente significativa contra os efeitos agudos na pele mais agressivos (p=0,031; 
OR=0,099; IC95%=0,012-0,813) (Tabela 10). Num terceiro passo, uma estratégia de 
análise por Bootstrapping reforça os resultados obtidos (p=0,013). 
 
 
 
 
 
Doentes com reações agudas na pele  
p 
Eritema Moderado/ 
Descamação húmida 
Sem alterações/ 
Eritema ligeiro 
APE1 
rs1130409 
GT/TT 31 47 
0,007 
GG 1 16 
ERCC2 
rs13181 
CC/CA 23 36 
0,459 
AA 12 26 
Fototipo 
da pele 
I/II 11 25 
0,334 
III/IV 25 37 
Tamanho 
da copa 
A 1 0 
0,342 
B 19 39 
C 13 16 
D 4 4 
IMC 
<25 11 20 
0,752 
≥25 26 41 
Status 
Hormonal 
Pré e peri-menopausa 4 7 
0,922 
Pós-menopausa 24 45 
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Tabela 10 – Análise Multivariável por regressão logística para identificação de fatores que podem 
influenciar o desenvolvimento de reações agudas na pele após RT, de acordo com o polimorfismo no 
APE1 
 
Análise Multivariável Análise Bootstrap 
0R 95% CI p p 
APE1_Portador GG 0,099 0,012-0,813 0,031 0,013 
Fototipo da pele 1,772 0,658-4,769 0,257 0,290 
Tamanho da copa 0,964 0,466-1,992 0,921 0,946 
IMC 0,919 0,323-2,610 0,874 0,875 
Status hormonal 1,455 0,282-7,498 0,654 0,676 
Idade de diagnóstico 0,999 0,940-1,062 0,980 0,981 
Uma análise multivariável com ajuste para as possíveis variáveis de 
confundimento, o fototipo da pele, o tamanho da copa, o IMC, o status hormonal e a 
idade de diagnóstico foi aplicada também para o polimorfismo no gene ERCC2, com 
resultados que confirmaram a associação não significativa com o desenvolvimento de 
reações agudas mais agressivas após RT à mama (p=0,369; OR=1,514; IC95%=0,613-
3,743) (Tabela 11). Uma análise utilizando a estratégia de Bootstrapping foi aplicada, 
confirmando-se os resultados anteriores (p=0,412).  
Tabela 11 – Análise Multivariável por regressão logística para identificação de fatores que podem 
influenciar o desenvolvimento de reações agudas na pele após RT, de acordo com o polimorfismo no 
ERCC2 
 
 
Análise Multivariável Análise Bootstrap 
0R 95% CI p p 
ERCC2_portador alelo C 1,514 0,613-3,743 0,369 0,412 
Fototipo da pele 1,349 0,541-3,366 0,521 0,536 
Tamanho da copa 1,207 0,621-2,346 0,580 0,626 
IMC 1,130 0,428-2,982 0,806 0,827 
Status Hormonal 1,196 0,259-5,523 0,818 0,838 
Idade de diagnóstico 0,990 0,934-1,049 0,733 0,760 
  
 
  
 - 65 - 
 
 
 
 
 
 
 
5. Discussão
 
  
  
 
  
 
                                                                                                            5. Discussão  
 
- 67 - 
 
Ao longo das últimas décadas, vários têm sido os estudos que nos levam a 
abordar o cancro como uma doença extremamente complexa, heterogénea e multifatorial 
[3-6, 91]. Desta forma, o investimento em estratégias de intervenção e prevenção, bem 
como no desenvolvimento de novos e melhorados meios de diagnóstico e tratamento tem 
sido crescente [91].  
O desenvolvimento de cancro surge como resultado de alterações que ocorreram 
nas sequências de DNA das células, sendo estas alterações consequência de diversas e 
complexas interações entre fatores genéticos e ambientais [92]. Durante o processo de 
carcinogénese, as células sofrem profundas modificações metabólicas e 
comportamentais, proliferando excessiva e prematuramente, escapando ao controlo 
efetuado pelo sistema imunitário e podendo culminar na invasão de tecidos distantes [6, 
8, 9, 48]. Além das alterações genéticas sofridas pelas células durante a transformação 
neoplásica, a variabilidade genética individual, em determinados genes específicos, pode 
influenciar o desenvolvimento tumoral e a resposta apresentada à terapia pelos 
indivíduos [11, 13, 47, 48, 93].  
Apesar de todas as alterações ocorridas ao nível do DNA, as células possuem 
inúmeros mecanismos de reparação, que exercem a sua função sobre os danos 
causados no DNA, se as células não forem capazes de identificar e mediar uma resposta 
celular de forma a corrigir os danos, o processo de carcinogénese pode avançar e 
conduzir à consequente transformação neoplásica [47]. 
Baseado no conhecimento corrente sobre a patogénese molecular do cancro, os 
polimorfismos em genes específicos são considerados importantes para a predisposição 
tumoral [93]. Assim sendo, a identificação destes pode influenciar a ativação de 
mecanismos inerentes à manutenção da integridade celular e genética, permitindo uma 
melhor compreensão dos processos moleculares envolvidos na carcinogénese, podendo 
ser considerada uma poderosa ferramenta no diagnóstico e terapêutica. 
A variabilidade genética nos genes envolvidos nas vias de reparação NER e BER 
modela a severidade de danos no DNA ocorridos em resposta à exposição a 
carcinogéneos [53, 72, 94-96]. Assim sendo, é pertinente estudar a forma como os SNPs 
em genes de reparação do DNA, podem influenciar a sobrevivência das doentes com 
cancro da mama e auxiliar na predição da resposta clínica das doentes, assim como, na 
avaliação dos graus de toxicidade de tratamentos, como a radioterapia. 
Os principais objetivos deste estudo consistiram na análise da frequência 
genotípica dos polimorfismos rs13181, do gene ERCC2, e rs1130409, do gene APE1, 
num grupo de doentes com cancro da mama, e na avaliação da sobrevivência global e da 
sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico destas doentes. Adicionalmente 
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pretendeu-se avaliar a influência dos referidos polimorfismos na resposta radiogenómica 
das doentes à RT, de acordo com as características clínicas. 
5.1. Frequência genotípica e alélica do polimorfismo rs13181 no gene ERCC2 
e rs1130409 no gene APE1 
As frequências genotípicas observadas para o polimorfismo rs13181 do gene 
ERCC2 foram de 45,05%, 42,08% e 12,86% para os genótipos AA, CA e CC, 
respetivamente, no grupo total de doentes com cancro da mama e 39,18%, 41,24% e 
19,59% para os genótipos AA, CA e CC, respetivamente, no subgrupo de doentes, 
apenas avaliados segundo a escala de toxicidade da RTOG/EORTC. Estas frequências 
estão de acordo com o HWE (p=0,06 e p=0,16, respetivamente) e com outros estudos em 
populações caucasianas [97, 98]. 
As frequências alélicas para o polimorfismo no gene ERCC2 encontram-se de 
acordo com o descrito nas populações Europeias, como pode ser observado na tabela 3 
da introdução, em que a frequência do alelo A é de 64% e a do alelo C de 36%, o que vai 
de encontro às obtidas neste estudo (alelo A = 66% e alelo C = 34%, no grupo total de 
doentes e alelo A = 60% e alelo C = 40%, no subgrupo). 
Para o polimorfismo rs1130409 do gene APE1 as frequências genotípicas 
observadas foram de 21,33%, 45,72% e 32,95% para os genótipos GG, GT e TT, 
respetivamente, no grupo de doentes com cancro da mama e 18,09%, 51,06% e 30,85% 
para os genótipos GG, GT e TT, respetivamente, no subgrupo de doentes definido 
previamente. Estas frequências não se encontram de acordo com o HWE (p=0,02) no 
grupo total de doentes com cancro da mama, apenas se encontram de acordo com o 
HWE no subgrupo de doentes definido (p=0,71).  
As frequências alélicas para o polimorfismo no gene APE1 apresentam-se 
variáveis da Europa para o Mundo, como descrito na tabela 4 da introdução, sendo que 
as obtidas no presente estudo são semelhantes às frequências observadas a nível 
mundial, em que a frequência do alelo G é de 38% e a do alelo T de 62%, o que vai de 
encontro às observadas neste estudo (alelo G = 44% e alelo T = 56%, para o grupo total 
de doentes e para o subgrupo). 
Segundo Lancaster et al. para que uma população se encontre em HWE diversos 
pressupostos devem ser tidos em atenção, nomeadamente o tamanho da amostra, a 
existência de acasalamentos aleatórios na população, a ausência de migração, a 
ausência de deriva genética e de seleção [48, 99, 100]. Assim, um desvio do equilíbrio 
poderia dever se ao acaso ou à violação de alguns destes pressupostos.  
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Além disso, erros de genotipagem poderiam ser uma das possíveis razões para o 
desequilíbrio encontrado [101]. No presente estudo, os resultados da genotipagem foram 
repetidos em 10% dos casos, de forma a aumentar a fiabilidade e reprodutibilidade dos 
resultados encontrados. Além disso, controlos negativos foram também utilizados em 
todas as reações de amplificação, de modo, a garantir a ausência de contaminação das 
amostras genotipadas. Conclui-se que a qualidade e a fiabilidade da técnica efetuada 
reduzem a possibilidade de serem considerados erros de genotipagem. Adicionalmente, 
as frequências genotípicas encontradas neste estudo são semelhantes às apresentadas 
por outras populações caucasianas em estudos anteriores [51]. 
5.2. Associação do polimorfismo rs13181 no gene ERCC2 com a 
sobrevivência global e a sobrevivência global aos 15 anos, após o 
diagnóstico de cancro da mama 
De forma a avaliar a possibilidade do SNP no gene ERCC2 influenciar o 
prognóstico, foi determinado o efeito deste polimorfismo na sobrevivência global e na 
sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico, das doentes com cancro da mama. 
Após análise estatística, os resultados mostram que não foi encontrada nenhuma 
associação estatisticamente significativa, entre os diferentes genótipos do SNP rs13181 e 
a sobrevivência global das doentes (p=0,557), nem mesmo quando estratificados de 
acordo com a divisão, homozigótico AA versus portador alelo C (p=0,411). 
Sabendo que em cancro da mama, a sobrevivência das doentes tende a diminuir 
com o decorrer do tempo após a data de diagnóstico, é pertinente questionar a 
importância na sobrevivência após o diagnóstico, de fatores conhecidos por 
desempenharem um papel importante na previsão de sobrevivência a longo prazo [32].  
Assim sendo, foi avaliada a influência do SNP rs13181 na sobrevivência global 
aos 15 anos após o diagnóstico de cancro da mama, no entanto não se observou uma 
associação estatisticamente significativa (p=0,391). 
De acordo com a literatura, a associação deste SNP com a sobrevivência dos 
doentes têm-se apresentado bastante controversa. No entanto, quando esta influência é 
avaliada em doentes com cancro da mama, poucas conclusões podem ser retiradas, uma 
vez que apenas foi realizado um estudo que avalia a sua relevância [63, 102].  
Diversos estudos apontam para que os indivíduos portadores do alelo C 
apresentem uma menor capacidade de reparação pela via NER comparativamente aos 
indivíduos portadores do genótipo AA e, por isso, poderá haver influência na 
sobrevivência e no outcome clínico dos doentes [63, 96]. No estudo de Tengstrom et al., 
em que foi avaliada a influência do SNP na sobrevivência das doentes com cancro da 
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mama, os resultados demonstraram que as doentes homozigóticas para o alelo A tinham 
uma melhor sobrevivência global e sobrevivência livre de doença, quando comparados 
com os outros genótipos (CA e CC) [102]. Por outro lado, em cancro de pulmão, Wu et al. 
indicaram que os portadores do genótipo CC tinham uma menor sobrevivência global 
[103]. 
O genótipo CC também se mostrou associado com uma menor sobrevivência 
global em doentes com cancro de cabeça e pescoço [104]. Por outro lado, Yangkay et al. 
não encontraram qualquer influência do SNP rs13181 na sobrevivência global de um 
grupo de doentes com cancro gástrico [63]. 
No presente estudo, como descrito acima, não foi encontrada qualquer 
associação estatisticamente significativa entre o SNP rs13181 e a sobrevivência das 
doentes com cancro da mama, na população em estudo. Podendo inferir que este SNP 
do gene ERCC2 não é suficiente para distinguir indivíduos com melhor ou pior 
sobrevivência, atendendo a que várias caraterísticas clínicas das doentes podem ter um 
papel importante na sobrevivência e não foram tidas em conta nesta primeira análise. 
5.3. Influência do polimorfismo rs13181 no gene ERCC2 na sobrevivência 
global e sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico de cancro da 
mama, de acordo com status hormonal 
Os elevados danos no DNA, causados por uma exposição excessiva a 
carcinogéneos, podem ser responsáveis por um aumento da suscetibilidade para cancro 
da mama, em mulheres com uma capacidade de reparação dos danos significativamente 
reduzida [69]. Alterações na capacidade de reparação da via NER irão resultar numa 
maior suscetibilidade para cancro e numa menor sobrevivência dos indivíduos, uma vez 
que estes após exposição a carcinogéneos apresentam uma menor capacidade para 
reparar os possíveis danos. Entre os diversos carcinogéneos, a exposição a estrogénios 
parece ser um fator de risco major [69].  
Uma vez que o SNP rs13181 no gene ERCC2 não demonstrou associação com a 
sobrevivência das doentes, e sabendo que características clínicas das mesmas podem 
ter um papel preponderante na sobrevivência, avaliou-se a influência do polimorfismo na 
sobrevivência global e na sobrevivência aos 15 anos, após o diagnóstico de cancro da 
mama, tendo em atenção o status hormonal. 
O SNP rs13181 não mostrou ter influência na sobrevivência global das doentes, 
de acordo com o status hormonal (pré e peri-menopausa, p=0,799 versus pós-
menopausa, p=0,118). No entanto, quando se realizou a estratificação por genótipos, 
homozigótico AA versus portador do alelo C, verificou-se uma tendência estatística entre 
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as doentes portadoras do alelo C e a sobrevivência global, no grupo de doentes que se 
encontravam na pós-menopausa (p=0,054), tendo estas doentes uma menor 
sobrevivência global quando comparadas com as portadoras do genótipo AA.  
Quando se avalia a sobrevivência global aos 15 anos atendendo à influência do 
polimorfismo rs13181, nas doentes pré e peri-menopausa versus pós-menopausa 
observa-se diferenças estatisticamente significativas nas curvas de sobrevivência. As 
doentes portadoras do alelo C e com status hormonal pós-menopausa apresentam uma 
menor sobrevivência aos 15 anos quando comparadas com as doentes com o genótipo 
AA (136,20 e 147,23 meses, respetivamente, p=0,041). 
Tendo em consideração os resultados obtidos, o status hormonal demonstrou ser 
um fator determinante na associação do SNP em estudo com a sobrevivência das 
doentes. Atendendo ao status hormonal e às mudanças biológicas inerentes a este 
processo, pode-se concluir que a exposição a estrogénios pode ser fundamental para os 
resultados obtidos. 
Uma vez sintetizados nos ovários, os estrogénios são extensivamente 
metabolizados. A biotransformação do estrogénio leva à formação de metabolitos 
biologicamente menos ativos ou metabolitos com elevado potencial mutagénico, pela sua 
capacidade de estimularem a proliferação celular e a genotoxicidade [105, 106]. Assim 
sendo, os estrogénios têm efeitos proliferativos nas células mamárias e podem ser 
metabolizados em potenciais carcinogéneos, capazes de induzir danos oxidativos no 
DNA [69, 105-110].  
As doentes que se encontram no status hormonal pós-menopausa (superior a 48 
anos), tiveram um maior tempo de exposição aos estrogénios comparativamente com as 
doentes pré e peri-menopausa (inferior ou igual a 48 anos), e por conseguinte, tendo em 
conta os efeitos biológicos dos estrogénios, um maior número de danos pode ter sido 
induzido ao DNA das doentes na pós-menopausa. Paralelamente, considerando a 
importância do gene ERCC2 na via NER, principal via responsável pela reparação dos 
danos oxidativos no DNA, e a baixa capacidade de reparação atribuída aos portadores do 
alelo C para o SNP rs13181, as doentes portadoras do alelo C tem uma menor 
capacidade para os reparar. Podendo ocorrer uma acumulação de danos, que leva a que 
estas doentes apresentem uma menor sobrevivência global e sobrevivência aos 15 anos, 
após o diagnóstico de cancro da mama [58, 63, 66, 68, 73, 102, 111]. 
De acordo com a revisão da literatura efetuada, assume-se que este é o primeiro 
estudo em que se analisa a influência do SNP rs13181 no gene ERCC2 na sobrevivência 
das doentes com cancro da mama, atendendo ao status hormonal. 
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Tendo em conta os resultados obtidos, pode se concluir que o SNP é importante 
quando considerada a idade em que ocorre o processo de menopausa, visto que uma 
idade da menopausa superior a 48 anos associa-se com uma diminuição da 
sobrevivência das doentes com cancro da mama portadoras do alelo C para o 
polimorfismo rs13181 no gene ERCC2.  
5.4. Influência do polimorfismo rs13181 no gene ERCC2 no risco de morte 
por cancro da mama 
Atendendo ao papel do polimorfismo no gene ERCC2 na sobrevivência global das 
doentes, avaliou-se a sua influência no risco de morte por cancro da mama. 
Observou-se que o risco de morte por cancro da mama, no período de 15 anos após o 
diagnóstico, é de cerca de 1,3 vezes superior nas doentes portadoras do alelo C, para o 
polimorfismo rs13181, após ajustamento aos fatores clinico-patológicos que poderiam 
influenciar esta condição (HR=1,3; CI95%=0,10-1,67; P=0,052) (Tabela 8), 
nomeadamente a idade ao diagnóstico, o estadio TNM, o grau histológico, o status 
hormonal e o status dos recetores de estrogénio. 
Para o mesmo polimorfismo, estudos noutros modelos tumorais têm vindo a ser 
efetuados, apresentando resultados que vão de encontro aos obtidos nesta análise. Foi 
demonstrado em doentes com cancro colo-rectal que o genótipo CC estava associado 
com um maior risco de morte [63, 112].  
De acordo com a revisão da literatura efetuada, ainda não existem resultados prévios 
sobre a intervenção do SNP rs13181 no risco de morte por cancro da mama, sendo 
assim o resultado obtido sugestivo do papel do polimorfismo no gene ERCC2 no risco de 
morte por cancro da mama. 
5.5. Influência do polimorfismo rs13181, no gene ERCC2, na sobrevivência 
livre de progressão 
As diferenças individuais em resposta à QT e/ou RT são, provavelmente, devidas 
a diferentes variantes genéticas. Segundo a literatura, polimorfismos no gene ERCC2 
podem afetar a capacidade de reparação e levam a que diferentes respostas ocorram 
quando avaliado o outcome clínico dos doentes submetidos a tratamentos que induzem 
lesões no DNA [63, 103, 111]. 
A via de reparação NER é uma das principais responsáveis pela manutenção da 
integridade genómica, e alterações na capacidade desta via para reparar os danos, 
podem aumentar a frequência de mutações, o que pode alterar a resposta dos doentes à 
terapia, e por isso, pode conduzir à progressão maligna da doença [63]. 
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Assim sendo, avaliar o tempo que as doentes sobrevivem livres de recidiva ou 
progressão da doença, de acordo com o genótipo para o SNP rs13181, no gene ERCC2, 
tornou-se relevante para a definição de grupos preditivos de resposta à terapia.  
Os resultados não demonstraram uma associação entre o SNP rs13181 e a 
sobrevivência livre de progressão, das doentes com cancro da mama (p=0,852), mesmo 
quando dividido em homozigótico AA versus portador alelo C (p=0,815).  
Uma vez demonstrado o impacto que o status hormonal possui ao nível da 
sobrevivência global das doentes, colocou-se a hipótese deste também influenciar a 
sobrevivência livre de progressão, contudo, verificou-se que não existia qualquer 
associação entre os genótipos do SNP rs13181 e a sobrevivência livre de progressão, de 
acordo com o status hormonal das doentes (pré e peri-menopausa, p=0,459 versus pós-
menopausa, p=0,476). 
Um estudo realizado num grupo de doentes com cancro colo-retal metastático 
indicou que o SNP rs13181 influenciava a sobrevivência livre de progressão, sendo que 
os doentes com genótipo CA e CC apresentavam um maior risco de progressão em 
comparação com os doentes portadores do genótipo AA [113]. Por outro lado, 
Stoehlmacher et al. não encontraram associação entre este SNP e a sobrevivência livre 
de progressão, num grupo de doentes com diagnóstico de cancro colo-rectal [112]. Uma 
meta-análise que pretendia analisar o papel do polimorfismo na resposta à terapia, 
demonstrou que não havia uma associação significativa com a sobrevivência livre de 
progressão, em doentes com cancro do pulmão [114].  
No estudo de Tengstrom et al. os indivíduos homozigóticos para o alelo A tinham 
uma maior sobrevivência livre de progressão, sendo este o único estudo encontrado que 
fazia esta avaliação em doentes com diagnóstico de cancro da mama [102]. 
No presente estudo, os resultados não foram conclusivos em termos de sobrevivência 
livre de progressão. 
5.6. Associação do polimorfismo rs1130409 no gene APE1 com a 
sobrevivência global e a sobrevivência global aos 15 anos após o 
diagnóstico de cancro da mama 
O gene APE1 tem um papel fundamental na via BER, permitindo a reparação dos 
danos causados pela radiação ionizante, ROS e agentes metilantes, por isso, tem vindo a 
ser relacionado com a carcinogénese. Segundo Li et al. alterações na atividade do gene 
APE1 conferem uma menor sobrevivência ao nível da célula, um aumento da 
sensibilidade a agentes que danificam o DNA, mutagénese elevada, e um risco 
aumentado de desenvolvimento de cancro [77]. Diversos estudos indicam que SNPs no 
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APE1 estão associados com tumores biologicamente mais agressivos, e poderão ter 
impacto na sobrevivência dos doentes [79, 80, 84]. 
O papel do SNP rs1130409 na sobrevivência global e sobrevivência aos 15 anos 
após o diagnóstico foi avaliado nas doentes deste estudo. Na análise das curvas de 
sobrevivência não se observou qualquer associação estatisticamente significativa entre o 
SNP e a sobrevivência global das doentes, quando avaliados os genótipos 
separadamente (p=0,789) ou dividindo de acordo com homozigótico GG versus portador 
alelo T (p=0,541). No que respeita à análise da sobrevivência aos 15 anos após o 
diagnóstico, também não foi encontrada nenhuma associação entre o SNP rs1130409 e a 
sobrevivência das doentes (p= 0,637). 
Os dados epidemiológicos que estudam a relação entre SNPs no APE1 e o 
cancro são limitados e sugerem um efeito reduzido das variantes genéticas [115]. De 
acordo com a revisão da literatura realizada, não se constatou a existência de um estudo 
que efetuasse uma avaliação da influência do SNP rs1130409 na sobrevivência de 
doentes com cancro da mama.  
No que concerne a estudos noutros modelos tumorais, observou-se que a variante 
homozigótica GG, para o SNP em estudo, estava associada com uma diminuição da 
sobrevivência global em doentes com cancro do pâncreas. Esta diminuição na 
sobrevivência pode ser explicada pela baixa capacidade, dos portadores do alelo G, para 
comunicar com outras proteínas da via BER, levando a uma capacidade de reparação do 
DNA também ela reduzida [50, 56, 116]. Por outro lado, num grupo de doentes com 
melanoma não foi encontrada uma associação do SNP rs1130409 com a sobrevivência 
global dos doentes [117]. 
A maioria das investigações no gene APE1 estão relacionadas com a expressão 
ou atividade da sua proteína como potencial fator prognóstico ou preditivo para cancro 
[118].  
5.7. Influência do polimorfismo rs1130409 no gene APE1 na sobrevivência 
global e sobrevivência aos 15 anos após o diagnóstico de cancro da 
mama, de acordo com o status hormonal 
A influência do SNP rs1130409 na sobrevivência global das doentes com cancro 
da mama, consoante o status hormonal foi avaliada, visto que os fatores clínico-
patológicos podem exercer um papel relevante na sobrevivência [96]. 
Neste modelo de estudo, como referido anteriormente, ainda não existem 
resultados prévios sobre a intervenção do SNP na sobrevivência das doentes.  
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Os resultados do corrente estudo demonstram que o SNP rs1130409 não tem 
qualquer influência na sobrevivência global e na sobrevivência aos 15 anos após o 
diagnóstico, de acordo com o status hormonal. 
5.8. Influência do polimorfismo rs1130409, no gene APE1, na sobrevivência 
livre de progressão 
Estudos recentes têm evidenciado que polimorfismos genéticos neste gene 
podem alterar a expressão do gene APE1 e, por conseguinte a atividade da enzima, 
assim como a capacidade de reparação do DNA, influenciando a progressão do tumor e 
as respostas clínicas apresentadas à QT e/ou RT [118, 119]. 
No sentido de avaliar o SNP rs1130409 como marcador preditivo de resposta ao 
tratamento, foi analisada a influência do mesmo na sobrevivência livre de progressão, 
sendo que não foi encontrada uma associação estatisticamente significativa entre os 
diferentes genótipos e a sobrevivência livre de progressão das doentes deste estudo 
(p=0,761), mesmo quando dividido em homozigótico GG versus portador alelo T 
(p=0,738). 
Até à data poucos são os estudos que têm investigado o papel deste SNP como 
marcador preditivo ou de prognóstico em cancro, os principais resultados auferidos 
encontram-se sumarizados na tabela 12, sendo visível a falta de consenso dos mesmos. 
Tabela 12 – O SNP rs1130409, no gene APE1, como marcador preditivo de resposta ou prognóstico 
em cancro. Adaptada de [118]. 
Tipo de tumor Resultados Referência 
Pâncreas 
Portadores do genótipo homozigótico variante (GG) 
significativamente associados com uma menor sobrevivência 
[116] 
Cancro do Pulmão 
(inoperável) 
Sem associação significativa com a resposta ao tratamento 
ou sobrevivência 
[119] 
Leucemia Mielóide 
Aguda 
Sem associação significativa com o outcome terapêutico [120] 
Melanoma Sem associação significativa com a sobrevivência [117] 
Esófago 
Sem associação significativa com a sobrevivência e outcome 
terapêutico 
[121] 
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5.9. Influência dos polimorfismos rs13181, no gene ERCC2, e rs1130409, no 
gene APE1, na resposta dos tecidos normais à Radioterapia 
O uso da RT, como tratamento de tumores malignos, é limitado pela necessidade 
de evitar toxicidades exacerbadas nos tecidos normais. Apesar dos avanços nas técnicas 
de tratamento de RT, assim como nas estratégias terapêuticas, os danos nos tecidos 
normais continuam a ser um fator limitante em RT [118, 122].  
A severidade dos danos provocados ao tecido normal após o tratamento de RT é 
principalmente influenciada por fatores relacionados com a exposição à radiação, apesar 
disso, esses fatores não são suficientes para esclarecer a variabilidade de toxicidade 
observada de doente para doente [51, 123].  
Alguns estudos têm vindo a sugerir que variações na radiossensibilidade resultam 
maioritariamente de diferenças na radiossensibilidade determinada geneticamente, e 
apenas 30% das variações na radiossensibilidade podem ser atribuídas a mudanças nos 
parâmetros relacionadas com o tratamento [51, 52, 122]. 
Além dos fatores genéticos e dos parâmetros de tratamento que podem 
determinar a resposta à radiação, um conjunto de fatores de confundimento relacionados 
com o doente existem e podem influenciar os efeitos secundários apresentados [118, 
122]. Fatores como, o fototipo da pele, o tamanho da copa, o IMC e o status hormonal 
são alguns dos mais frequentemente associados com reações agudas na pele após RT, 
posto isto, neste estudo também foi avaliada a sua influência [124-128]. No entanto, os 
resultados obtidos não confirmam a influência direta destes fatores no desenvolvimento 
de reações agudas mais agressivas na pele após RT, contrariamente ao descrito, 
anteriormente, por outros autores [124, 126, 127]. 
O atual interesse científico encontra-se no fenómeno da variação inter-individual 
em resposta do tumor e tecidos normais à RT [90]. Uma vez que a RT exerce o seu efeito 
citotóxico através do dano ao DNA, a capacidade de cada indivíduo para reparar o DNA 
danificado pode modificar a resposta dos tecidos normais à RT [51]. Deste modo, o uso 
de marcadores moleculares para determinação do risco individual de desenvolver 
toxicidades induzidas pela radiação nos tecidos normais apresenta-se como alvo de 
estudo. No entanto, os estudos que associam SNPs em genes de reparação do DNA e a 
radiossensibilidade clínica são ainda escassos [51, 122, 129-132].  
Neste estudo, avaliaram-se as possíveis associações entre as variantes dos 
genes de reparação do DNA, ERCC2 e APE1, e o risco de desenvolvimento de efeitos 
secundários agudos após tratamento de RT.  
No presente estudo, não foi encontrada uma associação estatisticamente 
significativa entre as variantes genéticas do SNP rs13181 no ERCC2 e o 
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desenvolvimento de reações cutâneas agudas após RT (p=0.368) (Tabela 11). Estes 
resultados estão de acordo com o estudo publicado por Chang-Claude et al., que 
investigou esta associação relatando um resultado não significativo [51].  
Neste estudo demostrou-se que as doentes portadoras do genótipo GG no SNP 
rs1130409 tinham uma proteção significativa, de cerca de 90%, contra os efeitos 
adversos agudos mais agressivos da RT, quando comparadas com as doentes 
portadoras dos genótipos GT/TT (Tabela 10).  
Estes resultados estão de acordo com os resultados prévios de Chang-Claude et 
al. em que confirmam que o alelo G do rs1130409 confere uma proteção significativa 
contra o desenvolvimento de efeitos secundários agudos na pele após RT [51]. 
Alguns estudos funcionais sugerem que os portadores do alelo G podem ter: a 
atividade da endonuclease e a sua ligação ao DNA alterada; reduzida capacidade de 
comunicar com outras proteínas envolvidas na via BER; diminuição da capacidade de 
reparar os danos oxidativos no DNA; e diminuição da radiossensibilidade [50, 51, 56]. Por 
outro lado, foi sugerido que este SNP não reduz a capacidade da endonuclease e que os 
portadores do alelo G podem ter uma sensibilidade aumentada à radiação ionizante [56]. 
A associação entre o SNP rs1130409 e a radiossensibilidade ainda não se encontra 
estabelecida, sendo que apenas um estudo refere esta possível relação [51]. 
O menor risco de desenvolvimento de reações cutâneas agudas mais agressivas 
em doentes com cancro da mama com o genótipo GG pode dever-se ao delay 
prolongado do ciclo celular na fase G2/M, após a irradiação. Alguns estudos sugerem que 
o número de células retidas na fase G2/M é um bom indicador da radiossensibilidade e 
que variantes genéticas em genes da via BER, como o APE1, estão associadas com o 
delay mitótico em resposta à radiação ionizante [51, 131, 132]. Lavin et al. descreveram 
que as células irradiadas progridem através do ciclo celular, não respeitando o ponto de 
controlo G1/S, levando a uma acumulação de células na fase G2/M, em que as células 
irão morrer por apoptose [132, 133]. Dada esta acumulação e o fato das células de 
indivíduos portadores do alelo G passarem mais tempo na fase G2, faz com que as 
células tenham mais tempo para reparar os danos provocados pela radiação, ou se a 
reparação não for possível, devido à gravidade do dano, para morrer por apoptose. Além 
disso, há o recrutamento de células da fase G0, as quais não estão danificadas e, assim, 
permitem uma repopulação mais rápida, evitando os efeitos agudos mais agressivos na 
pele. Sem o prolongamento do delay na fase G2, as células não teriam capacidade para 
uma reparação completa e correta do dano ou para sofrerem morte por apoptose, e iriam 
progredir através do ciclo celular com os danos, ocorrendo uma exacerbação das 
reações na pele das doentes [51, 131-133].  
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O risco de desenvolver efeitos adversos é um fator limitante da dose para a 
maioria dos protocolos de RT. Em estudos recentes, tem sido sugerido que os tecidos 
tumorais no cancro da mama são tão sensíveis ao número de frações de RT como os 
tecidos saudáveis são limitados pela dose [134, 135].  
Assim sendo, poderia ser benéfico para as doentes que não apresentam uma 
proteção contra reações agudas mais agressivas receber um protocolo alternativo de RT. 
Os esquemas de RT hipofracionada poderiam ser uma boa alternativa, pois consistem na 
entrega de uma maior dose por fração num menor número de frações, sem comprometer 
a eficácia ou a segurança do tratamento e, possivelmente melhorariam quer a eficácia, 
quer a segurança da RT [135].  
Alguns ensaios clínicos sobre este esquema de tratamento (39-42,5Gy em 13-16 
frações) têm sido efetuados em mulheres com cancro da mama em estadio I e II, e todas 
elas obtiveram o mesmo controlo loco-regional e, possivelmente diminuíram os efeitos 
secundários [134, 136-138]. O interesse neste fracionamento é baseado também nas 
vantagens práticas para as doentes e serviços de saúde, uma vez que o 
hipofracionamento pode oferecer várias vantagens em termos de tempo, custo e 
qualidade de vida às doentes [139]. 
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Nas últimas décadas, um progresso substancial tem vindo a ser feito, no que 
respeita, às opções de prevenção e tratamento para vários tipos de cancro. No entanto, 
apesar destes progressos, os números de novos casos de cancro continuam a aumentar, 
sendo necessário desenvolver novas ferramentas diagnósticas e terapêuticas.  
Deste modo, o aparecimento de estudos de base molecular, em que se identifica 
um conjunto de polimorfismos genéticos, que combinados com fatores de risco 
estabelecidos podem ser considerados marcadores de prognóstico ou preditivos de 
resposta à terapia, assume um papel crucial no caminho a percorrer para a obtenção de 
uma medicina oncológica mais personalizada. 
A capacidade de metabolizar agentes carcinogéneos ou pró-carcinogéneos, 
reparar danos no DNA e controlar as vias de sinalização celular e o ciclo celular são 
exemplos da importância dos genes de baixa e média penetrância na manutenção da 
homeostase. 
Assim sendo, a pesquisa de marcadores moleculares preditivos de resposta e de 
prognóstico, como os genes de reparação de DNA, é essencial para melhorar a resposta 
aos tratamentos e reduzir a sua toxicidade.  
Desta forma, as variantes genéticas nos genes ERCC2 e APE1 tornaram-se alvos 
de estudo bastante aliciantes na investigação oncológica.  
Neste estudo, o SNP rs13181 no gene ERCC2 parece influenciar a sobrevivência 
das doentes com cancro da mama na pós-menopausa, e por conseguinte o risco de 
morte, sendo que a exposição a estrogénios poderá ser o fator-chave para esta 
associação.  
No que concerne ao SNP rs1130409 no gene APE1 este parece ter a sua maior 
influência na resposta dos tecidos normais aos tratamentos de RT, uma vez que as 
doentes portadoras do genótipo GG para o polimorfismo poderão ter uma proteção de 
90% contra o desenvolvimento de reações agudas na pele mais agressivas, após 
tratamento de RT. Este é um estudo pioneiro na avaliação da associação do SNP 
rs1130409, no gene APE1, com a sobrevivência global e sobrevivência aos 15 anos após 
o diagnóstico de cancro da mama, sendo que não se observou nenhuma associação 
estatisticamente significativa do polimorfismo com a sobrevivência das doentes. 
Tendo em conta a escassez de estudos que avaliaram os SNPs 
supramencionados e a sua associação com a sobrevivência e resposta ao tratamento, 
em doentes com cancro da mama, os resultados obtidos abrem caminho para que novos 
estudos sejam planeados e clarifiquem o papel destes SNPs no prognóstico e resposta à 
terapia. 
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Um dos objetivos futuros passa pelo alargamento do presente trabalho na 
perspetiva radiogenómica, com o intuito de ser possível validar o papel dos polimorfismos 
que foram alvo deste estudo, como preditores do risco individual para o desenvolvimento 
de reações agudas na pele após tratamento de RT. Se esse risco estiver definido 
previamente ao início terapia a dose total a ser entregue pode ser reduzida ou um 
esquema alternativo, como o hipofracionamento, utilizado no grupo de doentes com um 
risco superior para desenvolver reações mais exacerbadas na pele após o tratamento. 
Pelo carácter ambíguo do polimorfismo rs1130409 no gene APE1 em termos 
funcionais, estudos posteriores passarão pela realização de estudos funcionais, como a 
avaliação da expressão proteica e, posterior associação da mesma com a sobrevivência 
e resposta à terapia das doentes com cancro da mama. 
Uma avaliação da suscetibilidade para o desenvolvimento de cancro da mama na 
população do Norte de Portugal também poderá constar nos objetivos futuros, sendo 
necessário o recrutamento de um grupo de indivíduos saudáveis, de forma a constituir o 
grupo de controlos, que nos permitiria definir quais as mulheres com um maior ou menor 
risco de vir a desenvolver cancro da mama. 
Apesar de os resultados obtidos neste estudo necessitarem de confirmações 
posteriores para obterem a magnitude suficiente para modificar a decisão clínica, mais 
investigações devem continuar a ser feitas nesse sentido, de modo a que seja possível 
uma desmitificação gradual dos mecanismos envolvidos na carcinogénese e um amplo 
conhecimento das moléculas intervenientes no mesmo, podendo assim estas moléculas 
ser utilizadas como marcadores moleculares de prognóstico e de resposta à terapia 
aplicáveis à prática clínica. 
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